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Resumen 
Frente a las consecuencias indeseables del control químico, la demanda 
pública de alimentos más sanos y el cambio actual de los paradigmas productivos, la 
tendencia es sustituir total o parcialmente los fungicidas sintéticos por métodos 
alternativos no contaminantes, en el marco del Manejo Integrado. El trigo es el cereal 
de mayor distribución geográfica en el mundo y su demanda irá en aumento debido al 
incremento de la población mundial. La región triguera en la Argentina abarca una 
zona muy amplia con condiciones favorables para la aparición de diversas 
enfermedades. Una de ellas, de origen fúngico, es la Septoriosis ó Mancha de la hoja 
del trigo (Septoria tritici Roberge in Desmaz. anamorfo; Mycosphaerella graminicola 
(Fuckel) J. Schroeter, in Cohn teleomorfo). A nivel mundial, ocaciona daños que 
oscilan entre 31 y 54% de reducción en el rendimiento y en Argentina entre 17 y 50% 
dependiendo del estado fenológico en el que ocurre la infección. El método utilizado 
tradicionalmente para el control de la enfermedad es la aplicación de productos 
químicos sintéticos. El uso masivo de estos productos favoreció la aparición de 
patógenos resistentes además de las graves consecuencias la contaminación del 
ambiente. Utilizando microorganismos antagonista, el control biológico, ha tomado 
relevancia en estos últimos años. Las especies del género Trichoderma son los 
antagonistas más utilizados para el control de enfermedades de plantas, producidas 
por hongos, debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su 
crecimiento rápido en un gran número de sustratos y a que no atacan a plantas 
superiores. Estas especies basan sus propiedades antagónicas en la activación de 
mecanismos muy diversos. Uno de ellos es que pueden ejercer el biocontrol de 
hongos fitopatógenos indirectamente, compitiendo por el espacio y los nutrientes, 
modificando las condiciones ambientales, estimulando el crecimiento de las plantas y 
sus mecanismos de defensa. Otra medida, es mediante el micoparasitismo, por la 
penetración directa de las hifas al hospedador y/o por producción de enzimas 
extracelulares. El objetivo de este trabajo es presentar un estudio integrado, que 
combine propiedades: morfológicas, fisiológicas y moleculares de los aislamientos 
nativos de T. harzianum, para ser utilizarlos como eficientes agentes de control 
biológico. En este estudio se evaluaron 240 aislamientos de Trichoderma obtenidas de 
muestras de suelo de diferentes localidades de la región triguera argentina. La 
capacidad antagónica se ensayó en plántulas de trigo, en invernaculo. Para 
seleccionar las cepas de Trichoderma harzianum se tuvo en cuenta la capacidad de 
reducir en un 50 % tanto la superficie necrosada como la cobertura picnidial generada 
por M. graminicola. Se obtuvieron de esta manera 37 cepas del antagonista. Los 
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resultados presentados hasta el momento evidencian la importancia de resistencia 
sistémica inducida (RSI) actuando en la defensa de la planta contra M.graminicola. 
Para la identificación de los aislamientos de Trichoderma se utilizó la técnica de PCR 
con los cebadores forward THITS-F2 y reverse THITS-R3 los cuales permiten 
identificar específicamente a T. harzianum. Para la caracterización genética 
intraespecífica se utilizaron marcadores ISSR. Con los resultados obtenidos se 
agruparon las cepas, en tres grupos de similitud. Estos grupos no presentaron 
correspondencia con el origen geográfico, ni con el año de aislamiento y ni con los 
distintos niveles de antagonismos. Los resultados de la caracterización morfocultural, 
el crecimiento radial y el color de las colonias, la coloración del medio de cultivo y el 
tamaño y la forma de los conidios no presentaron diferencias con las descripta en la 
taxonomía clásica para la especie T. harzianum. La presencia de las clamidosporas y 
su ubicación en el micelio, fue la característica que demostró mayor variación en el 
presente estudio. El 27 % de las 37 cepas estudiadas no formaron clamidosporas 
durante el tiempo de duración del ensayo. De aquellas cepas que si las formaron, el 
59% se ubicaron de manera intercalar y el 26 % tanto terminales como intercalares. 
Sólo el 15% de las cepas formaron clamidosporas terminales. Los aislamientos se 
caracterizaron fisiológicamente en base a los siguientes parámetros: crecimiento de 
las colonias en diferentes fuentes carbonadas y nitrogenadas, crecimiento de las 
mismas bajo condiciones extremas de temperatura y pH. Los resultados presentaron 
escasa variabilidad por sí solos y no generaron una discriminación entre las cepas. La 
caracterización de la actividad enzimática destacó a dos cepas (2 y 8) como capaces 
de producir altos niveles de β-1-3 glucanasa, quitinasa y proteasa. Es importante 
resaltar en este estudio la relación encontrada entre las cepas cuando se integraron 
los atributos morfológicos, fisiológicos y moleculares. Con esta combinación se pudo 
observar una clara correspondencia entre ellas y su origen geográfico. Como ejemplo 
de ello, las cepas que integran el grupo I se encuentran divididas en dos ramas bien 
diferenciadas. Así las cepa 1, 5, 8 y 12 pertenecen a la localidad de Los Hornos y las 
cepas 160, 162, 165, 170 y 177 a la de Lobería. Con los resultados obtenidos en este 
trabajo se reconocieron una serie de propiedades (morfológicas, fisiológicas y 
moleculares) que sumadas a la identificación tradicional de T. harzianum, servirán 
para ampliar la caracterización de las cepas de esta especie como agentes de 
biocontrol y seguir su evolución en el tiempo y en medio ambiente cuando éstas se 
apliquen con fines biotecnológicos.  
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ABSTRACT 
Facing the undesirable consequences of chemical control, the public demand of the 
healthiest foodstuff and the current change of the productive paradigms, the tendency 
is to replace totally or partially the synthetic fungicides with alternative non-
contaminating methods, in the framework of Integrated Management. Wheat is the 
largest geographical distribution cereal in the world and its demand shall rise due to the 
increase in the global population. The wheat-growing region in Argentina covers a very 
large zone with favourable conditions for the appearance of diverse diseases. One of 
them, of fungal origin, is the Septoria tritici Blotch (Anamorph Septoria tritici Roberge in 
Desmaz. Teleomorph Mycosphaerella graminicola [Fuckel] J. Schroeter in Cohn). It 
causes damages that oscillate between 31 and 54% of reduction in the performance at 
worldwide level and in Argentina between 17 and 50% depending on the phenological 
stage in which the infection occurs. The method traditionally used for the control of the 
disease is the application of chemical synthetic products. The massive use of these 
products favoured the emergence of resistant pathogens, besides the serious 
consequences of the environment pollution. The biological control, using antagonistic 
microorganisms, has gained relevance in the last years. Trichoderma species are the 
most used antagonist for the disease control of plants, produced by fungus, due to their 
ubiquity, ease to be isolated and cultured, their fast growth in a large number of 
substrates and that they do not attack higher plants. These species found their 
antagonistic characteristics in the activation of various mechanisms. One of them is 
that they are able to apply the biocontrol of plant pathogenic fungus indirectly, 
competing for the space and the nutrients, modifying the environmental conditions, 
stimulating the plants growth and their defence mechanisms. Another measure is 
through mycoparasitism, for the direct penetration from the hyphae to the host and/or 
for the production of extracellular enzymes. The objective of this work is to introduce 
an integrated study, which combines morphological, physiological and molecular 
characteristics of the native isolations of T. harzianum, to be used as efficient agents of 
biological control. In this study, 240 isolations of Trichoderma were tested, obtained 
from soil samples of different localities of the Argentinian wheat-growing region. The 
antagonistic capacity was tested in wheat seedlings, in a greenhouse. To select the 
strains of Trichoderma harzianum, the capacity to reduce a 50% of the severity 
(necrotic and pycnidial coverage percentages) generated by M. graminicola, was taken 
into account Thirty seven strains of the antagonists were obtained in this way. The 
results presented so far, make clear the importance of the ISR (Induce Systemic 
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Resistance) acting in defence of the plant against M. graminicola. For the identification 
of the Trichoderma, isolations PCR technique was used with forward primers THITS-F2 
and reverse THITS-R3 which allow the specific identification of T. harzianum. For the 
intraspecific genetic characterization ISSR markers were used. With the results 
achieved, the strains were pooled in three groups of similarity. These groups did not 
present any correspondence with the geographical origin, neither with the isolation 
year, nor the different levels of antagonism. The results of the morpho-cultural 
characterization, radial growth and the colonies colour, the colouration of the medium 
of culture and the conidia size and shape did not present any differences with the ones 
described in the classic taxonomy for the T. harzianum specie. The presence of 
chlamydospores and their location in the mycelium was the characteristic that showed 
a greater variation in this study. Twenty seven percent of the 37 strains that were 
studied did not form chlamydospores during the testing time. From those strains that 
produced chlamydospores, 59% of them were intercalated and 26% were both terminal 
and intercalated. Only 15% of the strains formed terminal chlamydospores. Isolations 
were physiologically characterized based on the following parameters: colonies growth 
in different carbonated and nitrogenous sources under extreme temperature and pH 
conditions. The results showed low variability by themselves and did not generate 
discrimination between the strains. Throughout the characterization of the enzyme 
activity two strains (2 and 8) were selected to produce high levels β-1-3 glucanase, 
chitinase and protease. It is important to emphasise in this study, the relationship found 
between the strains, when the morphological, physiological and molecular attributes 
were integrated. With this combination, a clear correspondence between themselves 
and their geographical origin could be observed. As an example, the strains of group I 
are divided in two clear different branches. In such a way, strains 1, 5, 8 and 12 belong 
to Los Hornos locality and strains 160, 162, 165 and 177 to Lobería. As regards the 
results obtained in this work, a series of properties (morphological, physiological and 
molecular) were recognised that, together with the conventional identif ication of T. 
harzianum, shall serve to broaden the characterization of this specie strains as 
biocontrol agents and continue their evolution in time and environment when they are 
applied with biotechnological purposes. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 
1. El cultivo de trigo 
1.1 Origen del trigo 
1.1.1 Geográfico 
Al trigo (Triticum aestivun L.) se le atribuye un rol importante en la alimentación 
humana, considerándolo como el mejor de los alimentos de cereales. Pertenece al 
género Triticum, (tribu Triticeae, familia de las Poaceae). Este cereal es el de mayor 
distribución geográfica en el mundo y su demanda irá en aumento debido al 
incremento de la población. Constituye la principal fuente de hidrato de carbono del 
mundo occidental  
Existe divergencia sobre el origen geográfico del cultivo de trigo, aunque se 
menciona la región mediterránea como el lugar desde donde se dispersó. Los 
ancestros de los trigos actuales podrían haber tenido su origen tanto en la 
Mesopotamia, como en las tierras de Etiopía, según los datos históricos disponibles. 
Las primeras plantas fueron encontradas en lo que son hoy los lagos de Suiza en las 
ruinas de los pobladores de la edad de piedra quienes vivieron allí posiblemente, hace 
10.000 a 15.000 años. Otras opiniones atestiguan que fue originario de Asia Menor y 
se expandió después a los países de la cuenca del Mediterráneo y a algunos países 
asiáticos. Más tardes alcanzó al resto de Europa y posteriormente, luego de su 
descubrimiento y colonización, a América y Oceanía (Tombetta & Nissi, 1998). 
En nuestro país el trigo fue introducido por Sebastián Gaboto en el año 1527. 
La primera siembra se realizó en el fuerte de Sancti Spiritu, que se encontraba en la 
desembocadura de Río Carcarañá, en la provincia de Santa Fe. Por más de tres siglos 
se lo continúo cultivando en forma muy precaria, alrededor de las aldeas, no 
alcanzando a cubrir el consumo de la población, por lo que se debía importar harina. 
El trigo, fue por lo tanto el cultivo pionero o fundador de la colonización agrícola de la 
región pampeana (Miralles & González, 2009). 
1.1.2 Genético 
Los Trigos, desde el punto de vista botánico, tienen una historia evolutiva 
compleja, formando una serie de poliploides estrechamente relacionados entre sí, que 
pueden combinarse en la naturaleza. Las especies pueden ser divididas en grupos de 
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diploides (2n = 14), tetraploides (2n = 28) y hexaploides (2n = 42). Dos especies de 
trigo diploide y dos especies de Aegilops están involucradas como ancestros de todos 
los trigos cultivados. Las especies silvestres diploides y tetraploides se desgranan a la 
madurez. El primer paso en la domesticación del trigo fue la selección de especies que 
no se desgranaran a la madurez. Todos los trigos silvestres son invernales, con 
semillas pequeñas, rojas y blandas que poseen una extensa dormancia. La selección 
de trigos de hábitos primaverales y blancos, blandos y sin dormancia ocurrió por el 
cultivo del mismo. Actualmente, los trigos diploides son raramente cultivados. El 90-95 
% de los cultivos cosechados son hexaploides de trigo pan y el resto son tetraploides 
tipo duro. 
La base genética de los trigos cultivados es muy estrecha, debido al origen y su 
forma de domesticación. El conocimiento de sus relaciones filogenéticas es cada vez 
más usada para enriquecer el pool de genes de los trigos cultivados, dando resistencia 
a enfermedades y ciclos más cortos con altos rendimientos. Además, el conocimiento 
de la secuenciación del genoma del trigo pan, es otra de las importantes tecnologías 
para lograr el mejoramiento de este cultivo (Gill, 2010). 
La amplia gama de productos elaborados con trigo lleva a definir varias clases 
del mismo. El trigo duro o también denominado “Durum” es usado principalmente en 
pastas y en pan realizado sin levaduras. El trigo “Pan” puede ser de hábitos invernales 
o primaverales, de semillas rojas o blancas y pueden ser blandos o duros. Los trigos 
duros contienen alto contenido de proteína (alrededor de 12%) y son usados para pan 
y fideos. Mientras que los trigos blandos tiene bajo contenido de proteína y son usados 
en productos como pasteles, galletitas y harina para todo uso (Gill, 2010). 
1.2 Evolución de los rendimientos y de la superficie sembrada en Argentina 
A partir de 1870 la expansión del cultivo de trigo se intensificó, favorecida por 
las corrientes migratorias, la colonización, el desarrollo del transporte terrestre y 
marítimo y el aumento de la demanda de alimentos por los países de Europa, entre 
otras series de factores. Desde los comienzos de siglo XX hasta la actualidad, los 
avances en el rendimiento y en la producción fueron graduales pero sostenidos.  
En la primera década de “1900” la Argentina ocupo el primer lugar como 
exportador, con un 23% de la producción mundial. Con el auge de la tractorización y el 
manejo a granel, en la década del 50 y el 60 se vieron incrementados los rendimientos 
por hectárea y la producción. Cabe destacar, que a comienzo de la década del 60 se 
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iniciaron las investigaciones en conjunto con el CIMMYT (Centro Internacional de 
Mejoramiento de Maíz y Trigo), mediante un programa interdisciplinario de 
investigación en el mejoramiento varietal, sanidad y mantenimiento de la calidad del 
trigo. Para ampliar la base genética del trigo se realizaron cruzas con materiales 
genéticamente divergentes, introduciendo germoplasma mejicano a trigos argentinos. 
De esta manera se incorporaron genes de enanismo, de resistencia a enfermedades 
como la “Roya del tallo” causada por Puccinia graminis f. sp. tritici y se mejoraron los 
componentes del rendimiento. 
En la década del 70 bajo la influencia de la filosofía de lo que se denominó 
“revolución verde”, los sistemas de producción de alimentos se orientaron a la 
búsqueda de paquetes de tecnologías generales y universales destinados a maximizar 
el rendimiento. La capacidad potencial de los cultivos se debía lograr proporcionándole 
las condiciones ecológicas ideales. La idea era modificar el ambiente (insumos 
mediante) adecuándolo al genotipo para que se pueda expresar todo su potencial de 
rendimiento (Sarandón, 2002). Esto llevó, a que con la aceptación del germoplasma 
mejicano y el uso de agroquímicos (herbicida, insecticidas y fertilizantes) se registrara 
un importante aumento en la producción de trigo y en sus rendimientos por hectáreas. 
En la década del 80, el CIMMYT se encargó de incorporar germoplasma ruso 
invernal proveniente de cultivares invernales o primaverales (trigo ruso invernal 
Aurora, Bezostaya1, Kavkaz). Con el cruzamiento de cultivares invernales x 
primaverales se obtuvieron en el país algunas variedades comerciales como: Don 
Ernesto INTA, ProINTA Oasis, ProINTA Federal Buck Bagual, ProINTA Pigue, 
Cooperación Calquín. Este tipo de cruzamientos contribuyó a mejorar la resistencia a 
“mancha de la hoja del trigo”, destacándose aquellas líneas que poseían la 
translocación trigo-centeno 1B/1R (derivada de los trigos ruso-invernal Aurora y 
Kavkaz) (Cordo et al., 1994). A comienzos del año 2.000 se demostró, con 
inoculaciones artificiales a campo, la variación de la resistencia de 50 cultivares 
nacionales. En general se observó que un medio ambiente con mayor precipitación 
resultó más favorable para la ocurrencia de la enfermedad. Los cultivares Klein 
Estrella y Klein Volcán mostraron alto nivel de resistencia en todos los experimentos 
en plántula y adulto. Klein Dragón, Buck Chambergo, ProINTA Puntal, Klein Don 
Enrique, Buck Fogón y Buck Panadero, fueron moderadamente resistentes. Otros 
cultivares como Buck Chambergo, con moderado nivel de resistencia en plántula, fue 
más susceptible en estado adulto. Además se determinó que la resistencia de la 
Mancha de la hoja de trigo (MHT), no está asociada con la fecha de espigazón o con 
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la altura de planta. También se determinó que las condiciones ambientales 
predisponentes fueron más favorables para la expresión de la enfermedad en los 
cultivares tempranos que los tardíos. Dado que en general, la alta humedad y 
precipitaciones, acompañada de la baja radiación en el momento de la infección han 
sido indicadas como condiciones conductivas para el desarrollo de la enfermedad.  
En la campaña triguera 2010/2011 la producción fue de 15,88 millones de 
toneladas, con una tendencia al incremento de la superficie sembrada y en la 
producción de trigo significando un aumento del 27% frente a la campaña anterior. 
Esta tendencia no pudo ser sostenida en las campañas posteriores debido a la falta de 
financiamiento y a las condiciones ambientales desfavorables durante la siembra y la 
cosecha. En el informe semanal de la Bolsa de Cereales de Rosario (Estimaciones 
Agrícolas RELEVAMIENTO AL 17 de enero de 2013) estimó que para la campaña 
triguera, 2012/2013, la producción fue de 9.800.000 toneladas, equivalente a un 30% 
menos de la lograda en ciclo previo. Para la campaña en curso, 2013/2014, la Bolsa 
de Cereales de Rosario estima que el área sembrada, hasta el mes de agosto, es de 
3.900.000 hectáreas (Panorama Agrícola Semanal de BOLSA DE CEREALES 
Estimaciones Agrícolas RELEVAMIENTO AL 8 de agosto de 2013). 
1.3 Usos del trigo en Argentina 
Los trigos de mayor difusión mundial son los trigos “blandos”, cuya harina se 
utiliza para la elaboración de galletitas; el trigo pan que es utilizado principalmente 
para distintos tipos y formas de panificados y el trigo fideo que se utiliza para la 
elaboración de pastas.  
En las últimas décadas, en el país prácticamente se cultiva un solo tipo 
comercial, tipo duro de panificación directa y una mínima parte de trigo candeal. La 
producción de un solo tipo de trigo se agrava, además, por la falta de una clasificación 
del grano, debido a la aplicación de un sistema demasiado simple y directo de 
almacenaje. Durante la cosecha, los granos provenientes de distintos lotes, con 
calidades diferentes, se almacenan en el mismo silo. De esta manera, hasta el 
momento, un único tipo de trigo es utilizado para la industrialización de diversos 
productos: pan, galletitas, fideos y repostería, siendo que existen en el mercado 
internacional, clases para cada propósito. Los países exportadores como Canadá, 
EE.UU., Australia y Francia, con los que se compite, además de producir diferentes 
clases de trigos, clasifican su producción en distintos grados y tipos comerciales, 
teniendo en cuenta su contenido proteico, calidad industrial y usos, entre otras 
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características, lo cual les permite satisfacer todo tipo de demanda, tanto interna como 
externa (Tombetta & Nisi, 1998). 
1.4 Subregiones ecológicas de la región triguera argentina 
La región triguera argentina se extiende desde los 25° de latitud sur, incluyendo 
la zona de Chaco y Formosa, hasta los 40° LS, con los departamentos de Patagones y 
Villarino. De este a oeste abarca desde los 58° a los 66° de longitud oeste. La zona 
Triguera tradicional está limitada al norte por la isoterma de 13° C de julio, mientras 
que en el sur lo es por la de 7°C, valor acorde a los requerimientos invernales de este 
cultivo. Es una dilatada llanura casi plana o ligeramente ondulada, solamente 
quebrada por las serranías del sur de la provincia de Buenos Aires, con altura máxima 
cercana a los 1200 mts. La región tradicional abarca las provincias de Buenos Aires, 
Santa Fe, Córdoba, La Pampa y Entre Ríos, con una extensión de 1000 km en sentido 
Sur-Norte y de 600 km de Este a Oeste. En los últimos años la región triguera se ha 
extendido a áreas no tradicionales como son las provincias que integran el NOA y el 
NEA.  
El cultivo de trigo en la Argentina se realiza bajo condiciones de secano. En 
consecuencia el resultado de las cosechas está fundamentado en la distribución de las 
lluvias en el año y la economía del agua en el suelo, más que de la precipitación total. 
En esta amplia región, el trigo se siembra desde principios de otoño hasta fines de 
invierno y se cosecha entre noviembre y enero según la latitud. 
Como resultado de esta amplitud y la diversidad de ambientes, el Ministerio de 
Agricultura en la década del 30, estableció seis Regiones Trigueras que luego fueron 
modificadas a cinco en 1952 (Tombetta & Nissi, 1998). Las subregiones trigueras 
fueron nombradas de la siguiente manera: I, II Norte, II Sur, III, IV, V Norte y V Sur 
(figura 1). Estas subregiones se establecieron con el propósito de aconsejar a los 
productores, las variedades de mejor comportamiento para cada región, a través de 
una red de ensayos territoriales ubicados en diferentes localidades de la región 
triguera.  
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Subregión I:  
Comprende el centro norte de Santa Fe y el departamento cordobés de San 
Justo. El clima es considerado húmedo–subhúmedo, con un promedio anual de 
precipitaciones que varía de 860 mm en el noroeste a 1000 mm en el sudeste. La 
distribución de las lluvias es marcadamente estacional, concentrándose en primavera-
verano el 70%. Los inviernos son cortos y suaves, con temperaturas promedio de 13 - 
14° C. Estas temperaturas acortan el período de macollaje y aceleran el crecimiento y 
desarrollo. La fecha media de última helada es de alrededor del 10 de octubre ± 20 
días.  
Subregión II Norte 
Comprende un pequeño sector del noreste de la provincia de Buenos Aires, el 
sur de Santa Fe y los departamentos de Unión y Marcos Juárez de Córdoba. El clima 
Fig. 1. Subregiones trigueras de la Argentina (Fuente SINAVIMO) 
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es templado subhúmedo, con temperaturas y humedad en el sector este, adecuadas 
para el cultivo. Resultan más favorables que las condiciones descriptas para la anterior 
subregión, con temperaturas menores en julio y agosto y más disponibilidad de 
precipitaciones en septiembre. Este mismo sector resulta coincidente con un clima 
más continental, con otoños, inviernos y primaveras más secas y frías y con mayores 
riesgos de heladas tardías.  
Subregión II Sur 
Es una región netamente bonaerense que se puede considerar como 
intermedia, en relación al manejo y a la utilización de cultivares, entre el norte y el sur. 
Se caracteriza por tener temperaturas cercanas al óptimo requerido para el macollaje 
en los meses de junio, julio y agosto. En relación a las precipitaciones anuales, son del 
orden de los 1000 mm aunque disminuyen hasta 800 mm hacia el oeste y sudoeste. 
La distribución de las mismas, resulta bastante adecuada para el cultivo de trigo. La 
distribución es la ya conocida para todo el clima continental. Las lluvias más 
abundantes se producen en la primavera y el verano y en invierno son moderadas. 
Hacia el oeste se manifiestan fuertes períodos de sequía durante la época de siembra 
y principios de desarrollo del cultivo, mientras que al este se disponen por lo general 
de exceso de lluvias que dificulta el cultivo de este cereal.  
Subregión III:  
Comprende la provincia de Entre Ríos. El clima de esta región puede definirse 
como templado-cálido, con una temperatura media anual de 18-20°C. Las lluvias (800-
1000 mm anuales) aumentan de sur a norte y de oeste a este concentrándose en el 
otoño. Los meses de más baja precipitación son julio y agosto y las primaveras son 
lluviosas (altamente predisponentes al desarrollo de enfermedades). 
Subregión IV:  
Esta subregión es la de mayor productividad del país con una tendencia firme 
al crecimiento en todos los indicadores. Se ubica en el sudeste de la provincia de 
Buenos Aires, integrada por los partidos costeros que van desde General Pueyrredón 
hasta Tres Arroyos e incluyendo algunos del centro provincial, con una alta 
concentración de siembra de trigo. El clima resulta casi el óptimo para los 
requerimientos del cultivo, que cumplen muy bien en sus diferentes estados de 
desarrollo desde la siembra a la cosecha. Es un clima templado frío, con inviernos 
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largos y primaveras frescas. Hay riesgos de heladas tardías, con una fecha media de 
última helada entre el 15 y el 20 de octubre. En relación a las precipitaciones, tienen 
una adecuada distribución y son regulares en su ocurrencia.  
Subregión V Norte 
Comprende la casi totalidad de la provincia de Córdoba, con excepción de los 
departamentos de General Roca (V sur), Marcos Juárez y Unión (II norte) y San Justo 
(I). Incluye también el norte de San Luis y el sur de Santiago del Estero. La subregión 
está situada entre las isohietas de 600 y 800 mm anuales. Presenta situaciones de 
déficit de agua por elevada evapotranspiración, con una sequía invernal bien definida. 
Casi el 85% de las precipitaciones son primavero-estival.  
Subregión V Sur 
Es la más extensa de las subregiones. Ocupa 16 departamentos de La Pampa, 
uno de Córdoba y 15 del oeste y sur bonaerense. Se caracteriza por un clima 
continental, de marcada amplitud estacional y aún diaria. Tiene escasez de lluvias, de 
distribución estacional e irregular. Los inviernos son largos y rigurosos y pueden ocurrir 
heladas de hasta -12°C, que afectan el cultivo en estado vegetativo. Las siembras son 
también en la primera quincena de junio. La fecha media de última helada está entre el 
15 y 20 de octubre, aunque las más frecuentes ocurren en los primeros días de 
noviembre afectando significativamente al cultivo.  
2. Interacción Patógeno–Hospedante 
2.1 Enfermedades foliares del trigo en la Argentina 
Siendo tan amplia la región triguera en la Argentina, se dan condiciones 
favorables para la aparición de diversas enfermedades. Entre ellas se destacan las 
enfermedades que producen síntomas en el follaje o canopeo del trigo, como las 
manchas foliares, los tizones, el oídio, las royas y los mosaicos generados por virus. 
Estas afectan el metabolismo normal del proceso de fotosíntesis por inducir 
alteraciones fisiológicas y por reducir el área de tejido verde fotosintéticamente activo. 
Considerando la magnitud de las pérdidas de rinde que ocasionan, las 
principales enfermedades foliares que afectan al cultivo de trigo en la región 
pampeana argentina son: roya de la hoja (Puccinia triticina), mancha amarilla de la 
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hoja [Pyrenophora tritici-repentis (anamorfo: Drechslera tritici‐repentis)], y septoriosis 
de la hoja [Mycosphaerella graminicola (anamorfo: Septoria tritici)] (Carretero, 2010). 
El impacto de una enfermedad sobre el rinde de un cultivo dependerá, además 
del nivel de enfermedad, del momento en que alcanza tal nivel en el ciclo del cultivo, 
de la posición vertical del canopeo en que aparezca la enfermedad, del estado y 
cobertura foliar del cultivo, del potencial de rinde del mismo y del comportamiento 
sanitario de la variedad sembrada. La toma de la decisión del control dependerá de 
posibilidad de predecir la evolución de la enfermedad en el tiempo. 
2.2 La mancha de la hoja de trigo 
2.2.1 Importancia económica 
Actualmente, la “septoriosis del trigo” está presente en las principales zonas de 
cultivo del mundo. Esta enfermedad es constantemente clasificada entre las 
enfermedades del trigo más dañinas en Australia, Europa, América del Norte y del Sur. 
Más del 70% de todos los fungicidas se aplican al trigo para controlar la “septoriosis” 
(Eyal et al., 1987).  
La “septoriosis” del trigo es una enfermedad endémica en nuestro país. En el 
sudeste de la región triguera es la enfermedad más importante. En el resto del área 
húmeda-subhúmeda, ubicada al norte de la anterior, tiene similar nivel de importancia 
al de las royas negra y anaranjada y a la fusariosis de la espiga. La incorporación al 
cultivo de variedades de alto potencial de rendimiento en los años 70, trajo aparejado 
un aumento en la intensidad de los ataques de “septoriosis” de la hoja, en 
concordancia con la mayor susceptibilidad que mostraron, comparadas con los trigos 
tradicionales cultivados hasta entonces (Kraan & Nisi, 1993). 
2.2.2 El agente causal  
La “Mancha de la Hoja” (MHT) o “Septoriosis” es producida por Septoria tritici 
(Roberge in Desmaz), estado anamorfo o asexual del hongo. El estado sexual o 
teleomorfo es Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J. Schröt. Dentro de la clasificación 
taxonómica, este hongo pertenece al Reino Fungi (Hongos verdaderos), Phyllum 
Ascomycota, Subphyllum Pezizomycotina; Clase Dothideomycetes (antes 
Ascoloculomycetes; Orden Dothideales y Familia Dothideaceae. Caracterizados por 
tener ascos bitúnicados y pseudotecio peritecioide.  
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La conexión de S. tritici con M. graminicola fue sospechada por muchos años y 
confirmada por los experimentos realizados por Sanderson (1976). Previamente, 
Sanderson (1972) en sus trabajos sobre la taxonomía de S. tritici descubrió sobre 
rastrojo de trigo en Nueva Zelanda, especies de Mycosphaerella. A partir del cultivo de 
las ascosporas de esta especie se formaron colonias típicas de S. tritici que se usaron 
para preparar suspensiones de conidios para la inoculación de hojas de trigo. El hongo 
imperfecto derivado de Mycosphaerella se confirmó como S. tritici y el estado perfecto 
identificado como M. graminicola (Fuckel) Sanderson. Mycosphaerella graminicola 
puede ser confundido con Didymella exitialis, que a menudo se encuentran en las 
hojas de trigo. Este forma ascosporas sin color y bicelulares como Mycosphaerella, 
pero éstas son elipsoidales mientras que las ascoporas de Mycosphaerella son 
alargadas (Mϋller, 1989). 
La fase sexual de S. tritici se ha encontrado en rastrojo de trigo en Australia 
(Brown et al., 1978), en Chile (Madariaga, 1986), en el centro del Reino Unido (Scott et 
al., 1988), en Brasil (Metha, 1989), en California (Madariaga et al., 1989), los Países 
Bajos (Shaw & Royle, 1989) y Oregón (Ahmed et al., 1995). 
El estado sexual en Argentina fue determinado por Cordo et al. (1990). Estos 
autores sugirieron que el teleomorfo es importante en el inicio de una nueva infección 
en el próximo periodo del cultivo trigo (Cordo et al., 1999). Hunter et al. (1999) y Cordo 
et al. (2005) demostraron que las ascosporas tienen tendencia a ser liberadas durante 
todo el año. Chen & Mc Donald (1996) sugirieron que las ascosporas constituyen la 
fuente primaria de inóculo más importante para generar la enfermedad.  
Desde el punto de vista de su nutrición, este hongo, es considerado 
hemibiótrofo (Kema & van Silfhout, 1996), ya que inmediatamente después de la 
penetración, las hifas colonizan los espacios intercelulares sin causar la muerte de las 
células por un período de 3 a 5 semanas antes de que ocurra la necrosis y la 
esporulación. Además, se caracteriza por ser casi enteramente dependiente del 
rastrojo y por lo tanto se ha visto beneficiado en los últimos años por la siembra 
directa. Al no presentar estructuras de resistencia en el suelo, su supervivencia está 
casi condicionada a la colonización de los tejidos durante el ciclo del cultivo, antes de 
que haya terminado el proceso de senescencia o muerte natural de la planta (Stewart 
et al., 2002).  
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El desarrollo y ciclo de la enfermedad están altamente influenciados por las 
condiciones ambientales (lluvias frecuentes y temperaturas moderadas). S. tritici 
produce picnidios con picnidiosporas unicelulares, septadas o no. Las septadas 
pueden presentar de 3 a 4 septos según Sprague (1950) o también de 2 a 7 septos 
según Metha, en Brasil (1989) para cada picnidiospora. La forma sexual produce 
pseudotecios con ascosporas bicelulares en su interior (Eyal et al., 1987). 
2.2.3 Especialización fisiológica del patógeno  
La variación genética en M. graminicola es muy grande. McDonald & Martínez 
(1990) identificaron 22 haplotipos diferentes entre los 93 aislamientos realizados a 
partir de un solo campo de trigo. Boerger et al. (1993) identificaron diferentes 
genotipos que provenían de una única lesión, mientras que el análisis de diferentes 
conidios provenientes del mismo picnidio presentó genotipos idénticos.  
Kema et al. (1996a) describió que la variación genética para la virulencia entre 
los 80 aislamientos analizados, proporcionó pruebas de especificidad para las 
especies patógena y cultivares hospedantes. El alto grado de variación genética entre 
M. graminicola destaca el papel de gran importancia que poseen las ascosporas en la 
epidemiología de MHT (Shaw & Royle, 1993). 
Existen estudios contradictorios en cuanto a la especialización fisiológica de S. 
tritici. Los cultivos de S. tritici aislados en Israel se han comportado como razas, en la 
connotación convencional, tanto en Triticum aestivum como en T. durum (Eyal et al., 
1973, Yechilevich-Auste et al., 1983). Su carácter parasitario ha permanecido estable 
a pesar de traspasos sucesivos de un hospedante a otro y a las transferencias 
repetidas en medios de cultivo. Los aislamientos obtenidos a partir de T. aestivum no 
fueron por lo general virulentos en T. durum, con algunas excepciones (Eyal et al., 
1973). En Túnez, al parecer la mayoría de los trigos duros carecían de resistencia, en 
tanto que varios trigos harineros fueron muy resistentes a la población local de S. tritici 
(Djerbi et al., 1976). 
Los aislamientos y las variedades pueden diferir considerablemente en cuanto 
al periodo de incubación, el porcentaje de superficie foliar infectada y el número de 
picnidios que producen (Diaz, 1983). La interacción entre variedades y aislamientos 
también puede influir en los parámetros antes mencionados, circunstancia que sugiere 
la existencia de razas (Eyal et al., 1987). Se han encontrado evidencias de 
interacciones diferenciales con distintas variedades de trigo en países como, Israel, 
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Australia, Uruguay, Marruecos y los Estados Unidos, lo que sugiere la especialización 
fisiológica con S. tritici (Eyal et al., 1973; King et al., 1983; Ballantyne, 1985; Saadaoui, 
1987). 
Shipton et al. (1971), evidenciaron la existencia de formas especializadas en S. 
tritici, sin embargo no se han podido distinguir razas fisiológicas dentro de estas 
formas especiales, aunque los aislamientos difirieron en el grado de virulencia (King et 
al., 1983). En Argentina, Cordo & Arriaga (1990) determinaron diferentes niveles de 
patogenicidad en cuatro cultivares de trigo con nueve aislamientos S. tritici. Cada 
aislamiento produjo una reacción diferente en cada cultivar y ninguna de las 
reacciones fue igual, que la producida por los otros aislamientos. A pesar de la alta 
variabilidad de la interacción hospedante-patógeno, no se observó ninguna diferencia 
apreciable en la respuesta del cultivar. Debido a esto, los aislamientos no se 
clasificaron en razas fisiológicas. 
Eyal et al. (1985) evaluaron la virulencia de 97 aislamientos de S. tritici por su 
capacidad para generar la enfermedad en plántulas obtenidas de 35 cultivares de trigo 
y triticale. Se encontraron diferencias significativas entre los aislamientos y las 
interacciones con el cultivar, lo cual sugiere la existencia de genes específicos de 
virulencia. Además, existen antecedentes en los cambios de virulencia de los 
aislamientos de M. graminicola cuando se pasan a un nuevo hospedante (Cordo et al., 
1998). Por otra parte se ha mencionado un incremento en la virulencia al pasar 
sucesivas veces un aislamiento por el huésped del que se obtuvo (Cordo et al., 1998). 
Los últimos hallazgos sobre las interacciones de S. tritici y los diferentes 
germoplasma de trigo fueron realizados por Castillo (2010). Se identificó la resistencia 
parcial y específica de un set de cultivares argentinos con buenos niveles de 
resistencia, inoculándolos con los aislamientos de las subregiones IV y II Sur, 
caracterizados por su diversidad genética. La resistencia aislamiento específica fue 
detectada en algunos materiales. En el estado adulto, Oasis, TE 9111, IAS 20, Klein 
Volcán y Buck 75 Aniversario presentaron resistencia parcial. El cultivar Oasis 
presentó resistencia específica frente a algunos aislamientos. Simón et al., (2012) 
demostraron que los cultivares argentinos, "Klein Dragón", "Buck 75 Aniversario" y 
"Klein Volcán" presentaban resistencia parcial o resistencia moderada frente a los 
aislamientos de S. tritici con distinta variabilidad genética. Esto indicó la presencia de 
resistencia parcial en las plantas de semillero.  
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Los estudios de interacción diferencial resultan muy beneficiosos para los 
productores, fitogenetistas y patólogos si se comprueba que los resultados son 
estables en una extensión de tiempo.  
2.2.4 Adaptación del patógeno a las gramíneas hospedantes  
Los géneros Septoria y Stagonospora poseen más de 2.000 formas-especiales 
de hongos, la mayoría de ellos parásitos de las plantas. Los dos más importantes M. 
graminicola y Phaeosphaeria atacan al trigo causando grande pérdidas en el 
hemisferio Norte (Scharen, 1999). 
En el pasado, todos los patógenos del género Septoria y Stagonospora 
estaban ubicados dentro del género Septoria, pero en el último tiempo por diferencias 
morfológicas, varias de esas especies pasaron a formar parte del género 
Stagonospora. Una diferencia morfológica básica entre los dos géneros es la forma de 
producir macroconidios filamentosos. Los de Septoria son significativamente más 
delgados que los macroconidio de Stagonospora (Sprague, 1950). Además, los 
teleomorfos proveen una justificación adicional del cambio en su taxonomía (Cunfer, 
2000), Septoria spp. tiene como teleomorfo a un Ascomycota del género 
Mycosphaerella, cuando se encuentra presente. Por otra parte los teleomorfos de 
Stagonosporas spp. sobre cereales, pertenecen actualmente al género Phaeosphaeria 
(Khashnobish & Shearer, 1996; Cunfer, 2000). 
Weber (1923) observó que las especies de S. tritici no infectaban plantas de 
cebada, por lo tanto las cepas encontradas por Johnson (1916) pertenecían a Septoria 
passerinii. Los análisis moleculares de la región conservada ribosomal del ITS, para 
ampliar la base genética del trigo determinaron que ambas especies (S. tritici y S. 
passerinii) están muy relacionadas entre sí (Goodwin & Zismann, 1999). Por otro lado, 
S. passerinii posee un rango amplio de hospedantes que incluyen varias especies del 
género Hordeum como por ejemplo a Hordeum vulgare (Cunfer, 2000). 
Sprague (1950) consideró 3 formas-especiales del hongo S. tritici basadas 
primariamente sobre el rango de hospedantes y la morfología de sus conidios. Estos 
son S. tritici f. avenae encontrada sobre plantas de avena, S. tritici f. holci hallada 
sobre plantas de Holcus spp. y S.tritici var. lolicola localizadas sobre plantas de Lolium 
spp. (Cunfer, 1994).  
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Entre los hospedantes que infecta S. tritici (Roberge in Desmaz.) f. avenae se 
encuentran Avena byzantina (Koch), Avena fatua L. y ocasionalmente ataca cultivos 
de avena (Avena sativa) (Sprague, 1950). Madariaga & Scharen (1985) comprobaron 
en Chile que el patógeno aislados en A. fatua, era S. tritici pero no se infectaron las 
plantas de trigo. Tampoco infectó plantas de Bromus tectorum en inoculaciones 
artificiales en invernáculos (Sprague, 1934). Por lo contrario, S. tritici aisladas de 
plantas de trigo no infectó plantas de avena (Weber, 1922). 
2.2.5. Actualización filogenética del género Septoria 
Durante muchos años el género Mycosphaerella ha sido utilizado como un 
concepto amplio y general para denominar a una amplia gama de especies, que tienen 
pequeños ascostromas, con ascosporas con un solo septo y sin pseudoparáfisis 
(Aptroot, 2006). Este género estaba vinculado como teleomorfo con más de 40 
anamorfos diferentes (Crous, 2009). Sutton (1980), afirmó que el género es 
heterogéneo presentando grandes variaciones morfológicas. Puede formar 
conidiomatas que varían desde acérvulos a picnidios. La conidiogénesis es blástica 
simpodial con proliferación percurrente o fialídica con engrosamiento periclinal 
(Quaedvlieg et al., 2011). 
El análisis filogenético de 64 especies del orden Capnodiales mostró un 
agrupamiento diferente al obtenido a partir de caracteres morfológicos. Se observó 
que la mayoría de las especies de Septoria se agruparon en un clado bien definido, 
denominado Septoria s.str. (Quaedvlieg et al., 2011). Éste, es más cercano al género 
Cercospora en la familia Mycosphaerellaceae (Groenewald et al., 2006). Otro clado, 
monofilético, hace referencia a Zymoseptoria gen. nov, incluyendo a S. tritici y S. 
passerinii junto con otras dos especies de este género. Éste nuevo género se 
distingue por su tipo de crecimiento levaduriforme en medio de cultivo in vitro y la 
formación de diferentes tipos de conidios que están ausentes en el clado Septoria s.str 
(Quaedvlieg et al., 2011).  
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Por lo tanto, S. tritici agente causal de la MHT pertenece al clado Zymoseptoria, 
denominándose Zymoseptoria tritici (teleomorfo M. graminicola), enfermedad que está 
presente en las principales zonas de cultivo de trigo.  
 
 
Fig.3 Observación microscópicas de picnidiospora 
de S. tritici (Eyal et al., 1987). Detalles de las 
Picnidiospora (P). 
Fig.2 Colonias de S. tritici cultivadas en 
agar malta. Aumento 2x         
Fig.4. Observación microscópica de conidios secundarios de Septoria tritici con un aumento de 100x. 
Detalles de los conidios secundarios (CS). 
P 
CS 
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2.2.6 Sintomatología 
Los síntomas se desarrollan a través de toda la estación de crecimiento e 
inicialmente aparecen manchas foliares pequeñas, cloróticas, irregulares, usualmente 
en las hojas inferiores (Perelló et al, 1988), a los 5 a 6 días después de la inoculación, 
con humedad relativa elevada y temperaturas entre los 18 y 24°C (Eyal & Brown, 
1976). Luego, las manchas cloróticas se expanden y alcanzan 1-5 x 4-15 mm. Las 
lesiones, tienden a desarrollarse longitudinalmente y a estar restringidas por las 
nervaduras de la hoja. Conforme evoluciona la enfermedad, los centros de las 
manchas adquieren un color ceniza, apareciendo las lesiones necróticas (tejido 
muerto) en las áreas cloróticas. Estas lesiones se extienden y se expanden sobre toda 
la hoja y con frecuencia resultan en una necrosis completa. (Eyal & Brown, 1976; 
Perelló et al., 1988). 
Después de los 15 días de la inoculación, comienza la formación de picnidios 
que se desarrollan en las lesiones necróticas y pueden situarse tanto en el haz como 
en el envés de la hoja, extendiéndose por toda la lesión. Estas fructificaciones 
asexuales representan el signo de la enfermedad. Su tamaño varía según las 
variedades y depende también del número de picnidios ya que a medida que 
aumentan, suelen ser más pequeños (Eyal & Brown, 1976). La producción de 
picnidiosporas puede estar relacionada con la respuesta de la variedad, pues hay 
menos producción en las variedades resistentes (Gough, 1978). 
 
          
  
 
 
Fig. 5 Lesión necrótica con picnidios en hoja 
bandera de trigo (Gentileza C. Cordo) 
 
Fig. 4 Lesiones necróticas con picnidios (puntos 
negros) producidos por S. tritici en las hojas 
inferiores de T.  aestivum (Gentileza  N. Castillo) 
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Los requerimientos nutricionales de los hongos patógenos determinan en qué 
forma sobreviven de una estación de cultivo a otra. En base a ello, podemos clasificar 
a los mismos en dos grupos: los biotróficos y los necrotróficos (Grant & Long, 1989). 
Los biotróficos, son los que poseen una sola fase en su ciclo de vida, la parasítica. 
Son parásitos obligados y dependen de la planta viva para nutrirse. Los necrotróficos 
matan los tejidos vivos y se alimentan del tejido muerto.  
S. tritici es un hongo hemibiótrofo (Royle et al., 1986; Kema & van Silfhout, 1996; 
Parbery, 1996), ya que inmediatamente después de la penetración, las hifas colonizan 
los espacios intercelulares sin causar la muerte de las células por un período de 3 
semanas antes de que ocurra la necrosis y la esporulación. Además, está incluido 
dentro de los “casi enteramente dependientes” del rastrojo y por lo tanto es afectado 
por la siembra directa. Al no presentar estructuras de resistencia en el suelo, su 
supervivencia está casi condicionada a la colonización de los tejidos durante el ciclo 
del cultivo, antes de que haya terminado el proceso de senescencia o muerte natural 
de la planta (Stewart et al., 2002). 
2.2.7 Ciclo biológico de la enfermedad 
El inóculo primario que inicia las epifitias, está constituido por las ascosporas, 
transportadas por el viento (Eyal et al., 1987). Mientras que el principal mecanismo de 
dispersión de las picnidiosporas se da a través de la salpicadura producida por las 
gotas de lluvia. M. graminicola es capaz de completar varios ciclos sexuales por 
temporada. Por lo tanto, el progreso de la enfermedad después del establecimiento de 
la misma no depende solo de la dispersión los conidios asexuales por las gotas de 
lluvia (Shaw & Royle 1989; Royle, 1994). Existe también un proceso policíclico de 
propágulos en el aire con una constitución genética diferente en cada generación. La 
importancia relativa del proceso sexual policíclicos en comparación con la difusión de 
Fig. 6 Lesión de S. tritici con picnidios en la primera hoja de trigo. 
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las esporas asexuales, radica en el aumento de la estructura genética de la población. 
Las ascosporas son transmitidas por el aire, y su descarga se inicia por los cambios en 
la humedad relativa, que no son necesariamente debidos a la lluvia, sino también por 
el rocío y la niebla (Sanderson et al., 1985). 
Algunos otros autores (Spalding et al., 1961; Wiese & Ravenscroft, 1973) 
mencionaron también que las ascosporas se liberan en dos momentos pico del año: el 
primero establece las infecciones primarias en los cultivos de trigo recién sembrado y 
el segundo coincide aproximadamente con la aparición de las dos hojas superiores. 
Esto hace posible que la infección se produzca en las hojas superiores sin lluvia 
(Simón et al., 2012a). 
A pesar de que la forma sexual se ha encontrado en varios países, es su forma 
asexual la que causa la mayoría de los síntomas de la enfermedad y las pérdidas de 
rendimientos en el cultivo de trigo (Eyal et al., 1987). 
 
  
 
Fig 7 Ciclo Biológico de la “septoriosis” del trigo 
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Después que las picnidiosporas son liberadas, germinan sobre las hojas, 
cuando las plantas están húmedas. La germinación se produce mediante el 
alargamiento de la célula apical o por gemación. El hongo puede penetrar en la hoja 
por los estomas o, directamente, a través de las paredes celulares de la epidermis 
(Kema et al., 1996). 
La humedad es necesaria en todas las etapas del proceso de infección: 
germinación, penetración, desarrollo del micelio dentro del tejido de la planta y 
posterior formación de picnidios (Hooker, 1957; Browning, 1979; Shaner, 1981).  
Los síntomas se desarrollan a través de toda la estación de crecimiento e 
inicialmente aparecen manchas foliares pequeñas, cloróticas, irregulares. Los 
procesos de infección se producen mejor en días nublados y lluviosos, con 
temperaturas entre 20 y 25°C. Las picnidiosporas germinan en un medio húmedo, por 
lo general en agua libre, después de la exudación del picnidio en días lluviosos y/o con 
rocío abundante. Para la germinación y penetración se requieren temperaturas 
óptimas entre 15 y 25°C y al menos seis horas de humedad relativa para que se 
produzca una infección adecuada (Scharen & Krupinsky, 1970). Los síntomas suelen 
aparecer después de 14 a 21 días (Eyal et al., 1987).  
La infección sigue la elongación del tallo hacia las hojas superiores del cultivo 
por las picnidiosporas dispersadas por salpicadura de las gotas de lluvia. Otra forma 
de dispersión, en ausencia de gotas de lluvia, está influenciada por la posición del 
estrato de hojas en contacto con las hojas infectadas (Lovell et al., 1997). Este 
fenómeno ocurre en cultivares de canopeo compacto, en los que en un corto tiempo 
las hojas nuevas pueden estar en posición inferior o a la misma altura que las hojas 
infectadas. El inóculo, incluso sin agua de lluvia, puede ser trasferido a las hojas 
superiores a medida que ascienden las hojas nuevas. El movimiento del inóculo dentro 
de la zona de solapamiento entre las hojas sanas y enfermas necesita mucho menos 
energía cinética.  
3. Manejo de la enfermedad 
La inestabilidad de la productividad de los cultivos agrícolas, la mayoría de las 
veces, está relacionada con las condiciones climáticas favorables para la ocurrencia 
de enfermedades. El control de los patógenos involucra medidas que aumentan el 
costo de la producción y, consecuentemente, reducen el lucro de la actividad agrícola. 
Esta amenaza a la sustentabilidad económica ha llevado a que los productores 
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apliquen el manejo integrado de enfermedades. En éste se emplean todas las tácticas 
disponibles teniendo siempre presente el retorno económico y la sustentabilidad 
ecológica, respetando como principio la racionalización del uso de agroquímicos (Reis 
et al., 2002). Según INTA-FAO, (1979) un sistema de manejo de enfermedades, en el 
contexto del medio ambiente asociado (agroecosistema) y de la dinámica de la 
población de los patógenos, utiliza todas las técnicas disponibles para mantenerlas a 
niveles inferiores a aquellos que causan daño económico al cultivo. 
Desde hace algunos años los efectos negativos de las enfermedades sobre el 
rendimiento y la calidad del trigo se han incrementado debido, entre otras causas, a la 
expansión de la siembra directa sin rotación de cultivos, la difusión de genotipos 
susceptibles y el uso de semillas infectadas. Nos encontramos frente al crecimiento de 
conocidas enfermedades foliares y a la amenaza de otras nuevas.  
El manejo integrado de enfermedades se basa en la resistencia genética 
conjuntamente con prácticas culturales (rotaciones, laboreos de suelo, ajuste de la 
fecha y época de siembra, elección correcta de genotipos, manejo de la fertilización) 
aplicación de fungicidas, calidad de la semilla y control biológico (Reis et al., 2002; 
Mónaco, 2002; Carmona, 2004; Simón, 2007; Perelló, 2007; Perelló et al., 2008).  
En los últimos años, la gran mayoría de las decisiones de control de 
enfermedades en el cultivo de trigo se toman mediante el uso de umbrales de acción, 
definido como nivel de enfermedad (incidencia: proporción de hojas enfermas o 
severidad: proporción de área foliar enferma) que justifica económicamente su control 
Munford & Norton (1984). Estos umbrales se construyen a partir de información 
empírica (ensayos) que evalúan la pérdida de rinde que originan diferentes niveles de 
enfermedades (Gaunt, 1995).  
Es importante conocer la influencia de la enfermedad en el estadio de 
crecimiento del cultivo en que ocurre la infección, dado que un mismo nivel de 
enfermedad tendrá un impacto diferente sobre el rinde, dependiendo del estadio de 
crecimiento en que encuentre el cultivo. A su vez mantener una alta tasa de 
crecimiento (hojas verdes y sanas) durante la etapa de llenado de granos resulta en un 
aumento del rinde (Carretero, 2010). 
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3.1. Prácticas culturales 
El rastrojo en superficie no sólo funciona como reservorio de esporas, sino que 
además induce a ciertos hongos a reproducirse sexualmente (Ingold, 1964). Este tipo 
de reproducción no sólo representa una nueva fuente de inóculo primario y secundario 
bajo labranza cero, sino que, es a partir de ella que se crean nuevas recombinaciones 
genéticas del hongo, generándose así nuevos biotipos. Cuanto mayor sea la 
intensidad de las enfermedades causadas por patógenos necrotróficos en el cultivo 
previo, mayor será la probabilidad de que el rastrojo proveniente del mismo esté 
contaminado (Cook et al., 1978). La rotación de cultivos disminuye el inóculo inicial y 
va a ser más efectiva dependiendo del patógeno en cuestión. Cuanto más específico 
sea el hongo y cuanto más limitada sea su capacidad de dispersión, mayor será la 
probabilidad de controlarlo por rotación. En el caso de S. tritici, la rotación con cultivos 
no hospedante y el laboreo del suelo reducen la cantidad de inoculo disponible sobre 
el rastrojo evitando que se reinicie un nuevo ciclo de la enfermedad. Esto puede ser 
menos eficaz en el campo, debido a la dispersión a larga distancia de ascosporas, 
pero puede ser útil si se coordinan dentro de una región. 
En aquellos sistemas de labranza conservacionista, que durante la siembra al 
menos dejan el 30% de la superficie del suelo cubierto con rastrojos (Lafond & 
Derksen, 1996) la severidad de los patógenos transmitidos por residuos tiende a 
aumentar. La labranza reducida puede bajar las poblaciones de B. sorokiniana, pero 
aumentar las poblaciones de Fusarium spp. en las raíces del trigo. 
En siembra directa y monocultivo los patógenos hemibiótrofos son más 
severos, debido a que aumenta el período de supervivencia sobre los rastrojos 
retenidos en el suelo. El trigo debería ser cultivado en el mismo lote, sólo después de 
la completa mineralización de los restos culturales. Por eso, el conocimiento del 
tiempo en que el rastrojo del trigo persiste en el suelo en diferentes prácticas culturales 
y bajo diferentes ambientes, es de fundamental importancia (Gómez et al., 2008). 
Gómez et al., (2008) estudiaron el efecto del tiempo y la influencia del ambiente para 
una total mineralización del rastrojo de trigo infectado para controlar la MHT. Los 
autores concluyeron que para asegurar una siembra futura del cultivo, con una 
población disminuida del patógeno de la MHT, la condición no disturbada acelera la 
descomposición del rastrojo bajo monocultivo de trigo. Se alcanzó la degradación total 
a los 13 meses de exposición del rastrojo en siembra directa y con dos dosis de 
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fertilizante. En cambio, en un sistema bajo labranza convencional, se necesitaron 21 
meses para lograr la degradación total del rastrojo.  
Bailey et al. (2001) en Canadá demostraron que el aumento de la diversidad de 
cultivos en las rotaciones redujo las poblaciones de Bipolaris sorokiniana y S. tritici, sin 
embargo en la sucesión de cultivo trigo y el lino en una rotación, aumentó la incidencia 
de Fusarium spp. en el cereal. 
La elección de cultivares resulta de mucha importancia a la hora de tomar 
decisiones, por lo cual una estrategia muy útil y atractiva para la elección de los 
genotipos es la de consultar anualmente el perfil y riesgo sanitario de los mismos 
elaborado en base a la historia genética y al comportamiento a campo de cada 
variedad (Annone & García, 2005). Se deben utilizar cultivares que equilibren 
rendimiento con buen comportamiento frente a enfermedades. 
Eyal et al. (1987) estudiaron que los grados bajos de infección de S.tritici y de 
S. nodorum, se asociaron con la madurez tardía y la altura elevada de la planta de 
trigos. En otros países una situación de escape a la ocurrencia de la enfermedad se da 
cuando las lluvias finalizan tempranamente, en la temporada de cultivo y/o las 
temperaturas aumentan con rapidez, conduciendo a que las plantas no sufran la 
infección. 
Otro aspecto a tener en cuenta es la resistencia según el tipo de trigo. Las 
variedades de trigo harinero de invierno son más susceptibles que los trigos de 
primavera a la MHT y a la “mancha de la hoja y glumas”. Por su parte Williams & 
Jones (1973), Brokenshire (1975), Wilson (1985) registraron resistencia en varias 
especies silvestres afines al trigo. 
El efecto de la fertilización nitrogenada ha presentado resultados disímiles 
sobre este patógeno. Algunos trabajos señalaron que la fertilización nitrogenada 
incrementó la severidad de la MHT (Prew et al., 1983, Broscious et al., 1985, Howard 
et al., 1994, Leitch & Jenkins, 1995), en tanto que otros encontraron incrementos o 
reducciones en la severidad de la enfermedad dependiendo de las condiciones de los 
experimentos (Johnston et al., 1979, Arama, 1996, Simón et al., 2002, 2003). Lovell et 
al. (1997), al igual que varios estudios que comparan las tasas de aplicación de 
Nitrógeno en trigo de invierno (Prew et al., 1983; Leitch & Jenkins, 1995), encontraron 
menos enfermedades en los cultivos que reciben menos nitrógeno. Esto se debe a que 
la baja concentración de nitrógeno en los cultivos los vuelven senescentes con mayor 
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rapidez, por lo que el área foliar verde se convirtió en limitante el progreso de la 
enfermedad. Por todo lo anterior, el efecto del nitrógeno sobre la MHT estaría 
influenciado por el clima, el tipo de suelo, la dosis de N aplicada, la estructura del 
canopeo, cultivos previos, tiempo de aplicación, resistencia del cultivar y el inóculo 
inicial (Johnston et al., 1979; Prew et al., 1983; Hayden et al., 1994; Leitch & Jenkins, 
1995; Arama, 1996; Simón, 2003).  
Por otro lado, el movimiento de semilla infectada representa el vehículo para 
que esta enfermedad pueda ser dispersada a cortas y largas distancias (Banke & Mc 
Donald, 2005). Recientemente, se ha determinado a través de técnicas moleculares la 
presencia de S. tritici en la semilla de trigo (Consolo et al., 2009) lo que indica la 
posibilidad de su transmisión a plántula. Aunque hay evidencias de la presencia de S. 
tritici en semilla, es dudosa la importancia de la semilla como fuente de inóculo en el 
ciclo de la enfermedad ya que es un parásito de baja capacidad competitiva, 
resultando eliminado o enmascarado por los microorganismos más competitivos en los 
actuales métodos de detección (Carmona et al., 1999).  
3.2. Control químico 
El control químico o quimioterapia constituye una herramienta muy útil que 
debe formar parte de una estrategia definida de manejo integrado de las 
enfermedades. La aplicación eficiente de fungicidas ha demostrado en muchos 
cultivos, aumentos significativos de los rendimientos y de la calidad de la producción 
(Carmona et al., 2013 en prensa). Desde el punto de vista epidemiológico, el uso de 
fungicidas puede reducir el inóculo inicial (Ej. tratamiento de semillas) y/o disminuir la 
tasa de infección (aplicación foliar). Esta técnica debe ser usada racionalmente para 
asegurar el retorno económico de la aplicación y evitar contaminaciones innecesarias. 
Como sugerencia es importante recordar, que los fungicidas no deben aplicarse 
preventiva ni tardíamente, solamente deben ser aplicados cuando los valores de una 
determinada enfermedad alcanzan el umbral de daño de acción (Carmona & Reis, 
2001).  
La respuesta al control químico es función entre otros factores del 
comportamiento sanitario del cultivar. Normalmente, los materiales categorizados 
como resistentes o moderadamente resistentes no requieren aplicación de fungicidas 
para esa enfermedad en particular y no presentarán respuesta en rendimiento a la 
aplicación. Por otra parte en cultivares altamente susceptibles, la mayor respuesta se 
obtiene mediante la aplicación de fungicidas con mayor eficiencia de control y 
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residualidad (mezclas de triazol y estrobilurina) al momento de aparición de primeros 
síntomas (Pereyra & German, 2012).  
Las semillas infectadas por un patógenos es una excelente vía para la 
introducción de enfermedades en países o campos donde antes no existían. A través 
del tratamiento de semillas se busca evitar la introducción de aquellos patógenos, así 
como la de diseminación de nuevas razas de los mismos.  
El tratamiento foliar de las manchas registran mayor dificultad para su control 
(Reis & Carmona, 2006). Algunos triazoles aumentando su dosis mejoran su 
fungitoxicidad a bajos niveles de infección en semilla y otros fungicidas tales como 
iprodione, guazatine e iminoctadine resultan aún más específicos. Se debe destacar 
que el iminoctadine y el iprodione son actualmente las moléculas más fungitóxicas 
para los géneros fúngicos Alternaria, Bipolaris y Drechslera. 
Para las manchas foliares y la roya de la hoja se utilizan los fungicidas 
sistémicos del grupo químico de los triazoles, combinados con los principios activos 
derivados de las estrobilurinas cuya mezcla ofrece una medida muy segura de control 
en los cultivares susceptibles. Durante los últimos años se registraron cambios en la 
sensibilidad a los triazoles a algunas razas de roya naranja (Reis & Carmona, 2011) 
debiéndose aumentar considerablemente su dosis para lograr control. Por eso 
actualmente se recomienda en trigo el uso de triazoles más estrobilurina como la 
mejor opción en el manejo de las enfermedades foliares del trigo (Reis et al., 2010). La 
eficiencia de control de los diferentes productos disponibles (en las dosis 
recomendadas) en el mercado dependen de la enfermedad a controlar. Al igual que 
los autores anteriores Pereyra & German (2012) recomendaron para el tratamiento de 
cultivares altamente susceptibles, aún en el caso de las roya de la hoja, las mezclas 
de triazol y estrobilurina. Estas presentan una mayor eficiencia de control general para 
todas las enfermedades foliares. El mecanismo de acción de los triazoles involucra 
moléculas de acción sistémica. Afectan las membranas de los hongos patógenos 
inhibiendo la síntesis de los esteroles presentando efectividad de acción sobre 
patógenos foliares (manchas, oídios y royas) y algunos para fusariosis. Las 
estrobilurinas son de acción oligosistémica. Alteran procesos respiratorios en 
mitocondrias e inhiben la respiración mitocondrial debido al bloqueo de la transferencia 
de electrones en el complejo del citocromo-bc (Pastore, 2009). 
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3.3. Resistencia genética 
Los cultivares resistentes siempre han sido un componente esencial del 
manejo integrado de las enfermedades de trigo. La incorporación de genes de 
resistencia ha sido muy exitosa para enfermedades biotróficas como la roya negra o la 
roya anaranjada y más dificultosa para las enfermedades necrotróficas como la 
fusariosis o la septoriosis.  
En general, la resistencia a la MHT es escasa en las variedades comerciales 
que poseen buenas características agronómicas, sin embargo en diversos materiales 
se ha detectado resistencia cuantitativa y cualitativa (Jlibene et al., 1994; Simón & 
Cordo, 1998; Brading et al., 2002). Es conocido que ambas resistencias coexisten en 
el patosistema M. graminicola–T. aestivum. La resistencia cuantitativa está 
condicionada por polígenes, es parcial o incompleta, aislamiento no-específica y de 
alta durabilidad (Jlibene et al., 1994; Simón & Cordo, 1998; Chartrain et al., 2004). En 
cambio, la resistencia cualitativa, está condicionada por uno o pocos genes, es 
completa y en general de menor durabilidad (Somasco et al., 1996; Arraiano et al., 
2001; McCartney et al., 2001; Brading et al., 2002). Se encontró resistencia 
condicionada por uno o dos genes en algunos materiales (Narváez & Caldwell, 1957; 
Rillo & Caldwell, 1966; Rosielle & Brown, 1979; Lee & Gough, 1984; Bradding et al., 
1999), mientras que en algunos otros se han confirmado al menos tres genes de 
resistencia (Rosielle & Brown, 1979).  
Por otro lado, otras especies de trigo son importantes fuentes de resistencia. 
Una de ella, para realizar cruzamientos con T. aestivum en programas de 
mejoramiento, lo constituye el trigo espelta (T. aestivum L. subsp. spelta (L.) Thell), 
estrechamente relacionado con el trigo pan. Este es un cultivo alternativo con 
requerimientos de crecimiento poco exigentes que muestra una muy buena 
adaptabilidad (Laghetti et al., 1999) y mejor comportamiento en altura que el trigo pan 
(Ruegger & Winzeler, 1993). Representa una fuente de resistencia genética a diversas 
enfermedades, incluida la roya del tallo (McVey & Leonard 1990), la roya amarilla 
(Kema, 1992) y la MHT (Simón et al., 2005). Además es fácilmente cruzable con el 
trigo pan, proporcionando los recursos genéticos de interés para el mejoramiento de 
éste. 
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Durante la última década, se han identificado 18 principales genes que 
confieren resistencia a los patógenos. Además, varios QTL que también fueron 
encontrados en los cromosomas. La resistencia de algunos cultivares argentinos 
estarían asociadas a un QTL situado en una región del cromosoma 4AL que albergan 
los genes STB7 o Stb12 (Simón et al., 2012). Estos avances son muy importantes, sin 
embargo, todavía en Argentina se conoce poco acerca de los genes de resistencia y la 
forma en que son eficaces contra la población del patógeno. El conocimiento acerca 
de la localización precisa de los genes y la identificación de marcadores moleculares 
ligados a los mismos, son importantes herramientas para la selección en programas 
de mejoramiento, sin la necesidad de inoculaciones con el patógeno (Simón, 2003). 
3.4. Control biológico 
Tradicionalmente el productor agropecuario aplica fungicidas en altas dosis y 
frecuencias para el control de las enfermedades causadas por hongos, eliminando una 
gran cantidad de especies fúngicas, la mayoría saprófiticas. Este vacío provoca un 
riesgo de reinvasión por parte de los patógenos ante las pérdidas del efecto 
amortiguador que le opone la flora saprobia. La consecuencia de la eliminación de los 
saprobios naturales ha forzado a la utilización de fungicidas cada vez más potentes, lo 
que significa una mayor agresión al ecosistema y la presencia de altos niveles de 
residuos en productos cosechados (Mónaco, 2002). Otras de las consecuencias del 
excesivo uso de agroquímicos, además de los altos costos en la producción, es la 
contaminación ocasionada al ambiente (suelos, aire, agua) y los problemas de 
toxicidad para el hombre y los animales, además del exterminio de la fauna benéfica 
(Butt et al., 2001). 
El control biológico o biocontrol, según la definición de Cook & Baker (1983), 
“es la reducción de la densidad de inóculo o de las actividades de un patógeno que 
produce una enfermedad, ya sea en su estado activo o latente, mediante uno o más 
organismos, lograda en forma natural o a través del manejo de las condiciones 
ambientales, del hospedante o de los antagonistas autóctonos, o por la introducción de 
uno o más microorganismos antagónicos.” 
El control biológico incluye el uso de microorganismos benéficos, tales como 
hongos (Dal Bello et al., 2001, Perelló et al., 2001, 2004), bacterias (Perelló et al., 
2001a) y nematodos, los cuales atacan y controlan a patógenos de plantas. Muchos 
de los antagonistas más efectivos son autóctonos y están adaptados ecológicamente 
al cultivo, mientras que otros denominados exóticos han sido introducidos desde 
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regiones geográficas lejanas al sitio de aplicación. Además, existen antagonistas de 
especies saprófitas distintas a la del hongo patógeno y también de su misma especie o 
relacionadas taxonómicamente, pero de razas avirulentas o débilmente patógenas. El 
hallazgo de microorganismos benéficos como potenciales biocontroladores es un 
proceso de ensayo y error. La experiencia acumulada indica que fuentes útiles se 
encuentran principalmente en suelos supresivos de la enfermedad y plantas sanas de 
áreas endémicas (Dal Bello & Mónaco, 2013 en prensa). 
Un organismo para ser usado como biocontrolador debe ser: 1) genéticamente 
estable, 2) eficaz para un amplio rango de patógenos, aún a bajas concentraciones 3) 
Poseer requerimientos nutricionales simples y desarrollar en sustratos pobres. 4) 
sobrevivir en condiciones adversas, 5) no producir metabolitos potencialmente tóxicos 
para el hombre, animales o plantas, 6) resistir a los pesticidas de uso frecuente y 7) 
ser compatible con otros tratamientos químicos o físicos. (Wilson et al., 1991; Cabrifiga 
Olamendi, 2005). 
La información que existe acerca de las posibilidades de biocontrol de 
patógenos fúngicos de cereales es un campo que se continúa explorando aún en 
Argentina (Perelló et al., 1994; 1997,1998; Alippi et al., 2000; Perelló et al., 2001; 
Perelló et al., 2002; 2003; 2004; Perelló et al., 2006, 2009, Cordo et al., 2007).  
La combinación de los agentes de control biológico con niveles reducidos de 
productos químicos (control integrado) promueve la reducción de las enfermedades de 
manera similar al tratamiento tradicional (Monte, 2001; Jeque et al., 2008; Cordo et al., 
2011, 2012). Otros autores (Lorito et al., 1992, 1993, 1994) demostraron la acción 
sinérgica entre los compuestos enzimáticos involucrados en el mecanismo de 
biocontrol y la acción de los fungicidas más ampliamente usados. 
4. Hongos biocontroladores: Género Trichoderma 
Trichoderma es un género de hongos con reproducción asexual (anamorfo), 
cuyas cepas se aíslan de casi todos los suelos templados y tropicales. Además, 
colonizan la madera y los restos de vegetales herbáceos en los que se encontró la 
forma sexual Hypocrea (teleomorfo). Los teleomorfos Hypocrea y los géneros 
relacionados fueron estudiados exhaustivamente por Doi (1972) quien también 
describió cuidadosamente la asociación con el anamorfo. En este estudio, en general, 
no fue posible correlacionar los anamorfos con teleomorfos en forma individual. Cada 
uno de las especies agregadas de Rifai (1969) podría conectarse con varias especies 
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teleomórfica. Los anamorfos difícilmente se pueden distinguir en los cultivos de 
Hypocrea (Domsch et al., 2007). Por lo tanto muchas cepas, incluyendo la mayoría de 
las biocontroladoras, no tienen fase sexual conocida.  
Las especies de Hypocrea y Trichoderma son manifestaciones de los mismos 
organismos. Han sido clasificadas como géneros diferentes. Los anamorfos de 
Hypocrea se han clasificado principalmente en el género Trichoderma, mientras que 
unas pocas especies lo han hecho en otros géneros, como Gliocladium Corda o 
Stilbella Lindau (Seifert & Samuels, 1997; Rossman, 2000). En la actualidad el género 
se concibe como saprótrofo, habitante del suelo, de rápido crecimiento, con micelio 
verde o blanco, con fiálides hialinas, unicelular, conidios verdes o hialinos. Sin 
embargo, los conidióforos son difíciles de definir, y las diferencias específicas son 
difíciles de cuantificar (Jaklitsch, 2009). Esta puede ser una razón por la cual existe 
una discrepancia evidente entre el número de nombres establecidos en Hypocrea y los 
de Trichoderma. Con el surgimiento de las técnicas que utilizan la secuencia de ADN 
la sistemática de hongos evolucionó. Se incorporaron rápidamente los datos de 
secuencia de ADN para el desarrollo de la taxonomía de Trichoderma e Hypocrea 
(Samuels, 2006). Rehner & Samuels (1994) demostraron que Trichoderma es 
filogenéticamente indistinguible de Hypocrea. Con los avances proporcionados por los 
estudios moleculares se determinó un número creciente de especies de Trichoderma 
que han sido relacionadas con teleomorfos Hypocrea, como T. harzianum, el anamorfo 
de H. lixii (Chaverri & Samuels, 2002), o T. virens, el anamorfo de H. virens (Chaverri, 
et al., 2001). Sin embargo, algunas especies importantes como T. asperellum no se 
han relacionado con un teleomorfo y son aparentemente clonales. 
En la naturaleza, las formas asexuales de los hongos persisten como clones, 
frecuentemente heterocariótico. Probablemente los individuos y las poblaciones 
evolucionan de forma independiente bajo la forma asexual del hongo. Las cepas de 
Trichoderma muestran un alto nivel de diversidad genética, y se pueden utilizar para 
producir una amplia gama de productos de interés comercial y ecológico (Harman et 
al., 2004). 
4.1 Clasificación taxonómica 
Dentro de la clasificación taxonómica, el género Trichoderma pertenece al 
Reino Fungi (Hongos verdaderos), Phyllum Ascomycota, Subphylum Pezizomycotina; 
Clase Sordariomycetes (antes Pyrenomycetes), Orden Hipocreales, Familia 
Hipocreaceas. Caracterizados por tener ascos unitunicados en peritecios, 
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El género Trichoderma se propuso por primera vez por Persoon en 1794 sobre 
la base de un material recogido en Alemania. Persoon incluyó cuatro especies y 
encontró dificultades para reconocer las diferencias entre ellas (Samuels, 2006). 
Las primeras clasificaciones, basadas en criterios morfológicos del Género 
Trichoderma, pertenecen a Rifai (1969) y a Bissett (1984, 1991, 1991a, 1991b, 1992). 
Rifai (1969) propone el concepto de “especie agregada”, una entidad que puede 
definirse como agregaciones de especies morfológicamente muy similares y con 
frecuencia apenas separable. De esta manera su clasificación se dividió en nueve 
"especies agregadas”. Se basó en la variabilidad de Trichoderma y el crecimiento 
reducido en medios de cultivo de muy pocas especies de Hipocrea. 
Bissett en 1991, llevó a cabo una revisión de la clasificación de Trichoderma 
propuesta por Rifai. Determinó que algunas de las especies agregadas de Rifai 
pasaran a formar secciones y dentro de estas secciones, reconoció las especies 
biológicas. En lugar de nueve especies agregadas, determinó cinco secciones 
(Samuel, 2006). Estas secciones son: TRICHODERMA, PACHYBASIUM, 
LONGIBRACHIATUM, SATURNISPORUM e HYPOCREARUM. 
La introducción de la filogenia de genes, ha aumentado rápidamente número 
de especies. Los primeros estudios se basaron en secuencias ITS (Kindermann et al., 
1998; Lieckfeldt et al., 1998; Dodd et al., 2000). Más tarde se añadieron otros genes, 
incluyendo aquellos que codifican 18S y 28S del ARN ribosomal, el factor de 
elongación de la traducción 1-α (tef1), endoquitinasa (chi18 - 5 = ech42) (Lieckfeldt et 
al., 2000; Kullnig - Gradinger et al., 2002), rpb2 (Chaverri et al., 2003a), actina (act) y 
calmodulina (cal1) (Samuels et al., 2006, Jaklitsch et al., 2008). Varios estudios han 
demostrado consistentemente, que los factores de la elongación (tef1), proporcionan el 
más alto poder de resolución dentro de los clados (Samuels, 2006, Jaklitsch et al., 
2006a, b). 
En la actualidad, los estudios moleculares apoyan la taxonomía propuesta por 
Bissett (1991), basada en caracteres morfológicos, pero determinan que dos de las 
secciones que se proponen, Sección Longibrachiatum (que incluye T. reesei y 
Hypocreanum) son filogenética y morfológicamente homogéneas a la Sección 
Saturnisporum y se ha fusionado a la Sección Longibrachiatum (Samuels, 1996, 
2006). Las secciones dentro del género Trichoderma quedarían definidas: 
PACHYBASIUM (T. harzianum y T. virens), TRICHODERMA (T. asperellum, T. 
atroviride, T. hamatum, T. koningii y T. viride,), LONGIBRACHIATUM (T. 
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longibrachiatum y T. saturnisporum) e HYPOCREARUM (estados anamórficos de 
Hypocrea). Las especies de las dos primeras secciones constituyen las principales 
especies utilizadas en control biológico. No obstante, el número de especies contenido 
en cada una de las secciones depende de los continuos cambios que sufre su 
sistemática. 
A partir de los análisis moleculares, se hizo evidente que las secciones 
subgenéricas de Trichoderma como se definen por Bissett (1991), en particular 
sección Pachybasium, son filogenéticamente heterogéneo (con excepción de la 
sección Longibrachiatum), pero pueden ser todavía utilizadas como términos 
descriptivos para la morfología de conidióforos, y en parte, para estudios de filogenia 
(sec. Longibrachiatum, secc. Hypocreanum) (Jaklitsch, 2009). 
Un enfoque importante para la identificación de especies Hypocrea/ 
Trichoderma es el desarrollo de un código de identificación por oligonucleótidos 
(TRICHOKEY, Druzhinina et al., 2005) con su software de aplicación respectivo 
disponible en www.isth.info. Esto permite la identificación de la mayoría de las 
especies dentro de Hypocrea/Trichoderma, basado en la combinación de ciertos 
marcadores, secuencias del ITS1 e ITS2, obtenidos por un análisis exhaustivo de 
estas secuencias, compilado en una base de datos. La ventaja de este sistema es que 
esta base de datos no contiene el número sustancial de secuencias procedentes de 
especies identificadas erróneamente como posee el GenBank. Además, la búsqueda 
TRICHOBLAST rutina de similitud (Kopchinskiy et al., 2005) disponible en 
www.isth.info se basa en ITS, tef1 y rpb2 secuencias de especímenes que proporciona 
una identificación más fiable de Hypocrea/Trichoderma que GenBank. 
Los últimos estudios sobre determinaciones y descripciones de las especies de 
Trichoderma se realizaron por Jaklitsch (2009, 2011) sobre especies encontradas en 
Europa. Este autor dividió la taxonomía del género Hypocrea en dos partes, según la 
coloración de las esporas. En su estudio, Jaklitsch (2011) describió todas las especies 
de Hypocrea que poseen esporas hialinas encontradas en Europa. Jaklitsch (2009) 
describió con detalle 19 especies de Hypocrea con ascosporas verdes, incluyendo seis 
nuevas especies de anamorfo y 6 nuevas de teleomorfo. En total se han identificado 
75 especies de Hypocrea encontradas en zonas templadas de Europa. Estudió la 
morfología de estromas frescos y secos. Los cultivos se prepararon a partir de 
ascosporas y se utilizaron para estudiar la morfología del anamorfos. Determinó las 
tasas de crecimiento y realizó extracciones de ADN que se utilizaron para la 
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amplificación y la secuenciación de tres marcadores genéticos. Se utilizó ITS para la 
identificación, mientras que la subunidad b de la ARN polimerasa II (rpb2) y factor de 
la elongación de la traducción 1 α (tef1) fueron analizados para la reconstrucción 
filogenética del género. En este estudio Jaklitsch (2009) logró comprobar que: 1) lo 
que se creía hasta el momento que solo un pequeño número de especies de 
Trichoderma forma un teleomorfo, es errónea. 2) las expectativas en cuanto al número 
de especies en Europa son mucho mayores. Setenta y cinco especies de Hypocrea, 
dos especies de Protocrea y Arachnocrea stipata, en este documento se identifican en 
zonas templadas de Europa. 3) Los datos actuales sugieren que la biodiversidad de 
Hypocrea/Trichoderma encima del suelo excede el número de especies aisladas de 
suelo 4) el número de especies de Trichoderma que forman conidios hialinos se ha 
considerado una fracción pequeña. En Europa, 26 especies de las que forman 
teleomorfos producen conidios hialinos, mientras se conocen 42 especies de conidios 
verdes. Tres de las especies detectadas Hypocrea no forman un anamorfo in vitro, 
mientras que el anamorfo es desconocido en cuatro especies, porque nunca han sido 
cultivados. 
A partir de lo que se conoce hoy, es decir, que la morfología es a menudo 
insuficiente para la identificación, sobre todo si se comparan muestras de diferentes 
continentes, es probable que todavía muchas especies adicionales puedan ser 
reconocidas en Japón. Samuels y sus colaboradores ampliaron la investigación a las 
colecciones de América del Norte y Australia, incluyendo también los especímenes 
recolectados en Europa. La introducción de los análisis filogenéticos moleculares 
explican la taxonomía de Hypocrea (Samuels et al., 1998, Dodd et al., 2002) 
Vale la pena mencionar una tendencia a identificar y determinar especies de 
Trichoderma en un nicho ecológico especializado, por ejemplo especies endófitas en 
plantas terrestres (Jaklitsch, 2009). Degenkolb et al. (2006, 2008) introdujeron el 
análisis de metabolitos secundarios, como peptaboils y tricotecenos para apoyar la 
filogenia, a partir de los genes. 
4.2 Ecología 
Las especies de Trichoderma son hongos de vida libre, comunes en el suelo y 
en la rizósfera de las plantas de diferentes ecosistemas. (Harman et al., 2004). Se los 
puede encontrar en un amplio rango de ambientes, como son suelos agrícolas, 
praderas, bosques, salinas y en zonas de clima desérticos. Trichoderma prevalece 
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particularmente en resto de materia orgánica húmeda (Klein & Eveleigh, 1998). De 
caracterizan por un rápido crecimiento, que esporulan abundantemente y son 
resistentes a compuestos químicos nocivos. Estos hongos en general tienen 
requerimientos nutricionales mínimos y producen una alta variedad de metabolitos 
secundarios (Klein & Eveleigh, 1998). Además poseen la capacidad de utilizar como 
nutrientes una amplia variedad de materiales orgánicos naturales y de origen 
xenobiótico. Son reconocidos por producir una gran cantidad de proteínas 
extracelulares, destacándose por su capacidad para generar enzimas que degradan la 
celulosa y la quitina (Harman et al., 2004). Por lo tanto son considerados 
descomponedores secundarios de la materia orgánica del suelo. A su vez existen 
cepas de Trichoderma que son parásitos de otros hongos, generando importantes 
pérdidas económicas en la producción de hongos comestibles. Contrariamente, no 
afectan a las plantas y actúan como inductores del crecimiento de las mismas. (Klein & 
Eveleigh, 1998). Los descubrimientos recientes muestran que se asocian a las plantas 
estableciendo colonizaciones robustas y de larga duración de las superficies 
radiculares, penetrando en la epidermis y unas pocas células por debajo de este nivel 
(Harman et al., 2004). 
4.3. Mecanismos de acción de Trichoderma spp. como agente de control 
biológico 
Los mecanismos de acción de Trichoderma como agentes de control biológico 
con base en la ecología microbiana, incluyen acción directa sobre el patógeno a través 
de la antibiosis, competencia por nutrientes o nichos, y el micoparasitismo o lisis del 
agente patógeno. El otro mecanismo es indirecto y opera por alteración de la fisiología 
de la planta aumentando su capacidad de resistencia al ataque del patógeno, lo cual 
se denomina protección sistémica o resistencia inducida. Asimismo, algunos 
antagonistas pueden promover el crecimiento de la planta, fortaleciendo sus sistemas 
naturales de defensa. Estos mecanismos no son excluyentes entre sí, y la importancia 
relativa de cada uno de ellos aún no está bien establecida, aunque parece que 
depende de la cepa de Trichoderma, del patógeno y de las condiciones edáficas y 
ambientales. 
4.3.1. Micoparasitismo  
Se define micoparasitismo como la relación que se establece entre dos hongos, 
uno parásito de otros. En esta interacción solo se beneficia el hongo parásito, 
normalmente obteniendo nutrientes sin aportarle nada a cambio y en ocasiones, 
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causando su muerte. Es un proceso complejo entre especies cercanas o muy alejadas 
sistemáticamente.  
En el caso de las Trichoderma spp. parasita una amplia gama de otros hongos 
y los acontecimientos que conducen al micoparasitismo son complejos. En primer 
lugar, las cepas de Trichoderma detectan otros hongos por quimiotropismo y crecen 
hacia ellos (Chet et al., 1981). La detección del hospedante se debe en parte a la 
expresión secuencial de las enzimas que degradan la pared celular, en su mayoría 
quitinasas, glucanasas y proteasas. El patrón de inducción difiere de una cepa de 
Trichoderma a otra (Benitez et al., 2004), pero los hongos al parecer siempre producen 
exoquitinas extracelulares. La difusión de esta enzima cataliza la liberación de 
oligómeros de la pared celular de los hongos patógenos y esto a su vez induce la 
expresión de endoquitinasas, que también pueden difundir y comenzar el ataque 
contra el hongo blanco, antes del contacto (Viterbo et al., 2002). Las hifas del agente 
de biocontrol se enrollan sobre las del patógeno, mediado por la lectina de la pared 
celular, disuelven sus paredes y pueden llegar a penetrarlas físicamente. La lisis de la 
pared del hongo patógeno está acompañada por una batería de enzimas 
extracelulares, incluyendo quitinasas, celulasas, β-1,3-glucanasas y proteasas (De la 
Cruz et al., 1992; Ulhoa, 1996, Benitez et al., 2004). 
Existe un gran número de enzimas que degradan la pared celular que 
participan en el micoparasitismos. Entre ellas se encuentran el sistema de enzimas 
quitinolíticas de Trichoderma, este comprende un gran número de enzimas y la lista de 
sus componentes se actualiza rápidamente a medida que se reportaron nuevas 
enzimas y genes (Benitez et al., 2004; Lorito et al., 1998). Se ha demostrado que la β-
1,3-glucanasa inhibe la germinación de esporas o el crecimiento de patógenos en 
cooperación sinérgica con las quitinasas (Benitez et al., 1998; El-Katatny et al., 2001) y 
antibióticos (Harman et al., 2004). Por otra parte la acción de las proteasas producidas 
por el agente de control biológico se observó sobre Botrytis cinerea en hojas de 
poroto. Las proteasas inactivan las enzimas hidrolíticas producidas por el patógeno 
(Howell, 2003).  
Como paso siguiente, en los sitios donde se fijan los apresorios (estructura de 
adherencias que genera Trichoderma para unirse al hongo), originan orificios por 
donde se produce la entrada directa de hifas del agente de biocontrol en el lumen del 
hongo patógeno. En este proceso intervienen al menos 20-30 genes conocidos, 
proteínas y otros metabolitos que están directamente involucrados en esta interacción. 
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(Harman et al., 2004). El micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido 
citoplasmático de la célula hospedante, mostrando síntomas de disgregación (Nico et 
al., 2005). 
4.3.2 Antibiosis  
La antibiosis es la inhibición o destrucción de un organismo por los productos 
del metabolismo del otro. La mayoría de las cepas de Trichoderma producen 
compuestos volátiles y no volátiles tóxicos que impiden la colonización por otros 
microorganismos. Por lo tanto, la antibiosis se produce durante las interacciones que 
implican compuestos difusibles de bajo peso moleculares o antibióticos producidos por 
cepas de Trichoderma que inhiben el crecimiento de otros microorganismos. (Benitez 
et al., 2004). En sentido estricto la antibiosis es el antagonismo mediado por 
metabolitos específicos o no específicos de origen microbiano. La combinación de 
enzimas hidrolíticas y antibióticos resulta en un mayor nivel de antagonismo que la 
obtenida por cualquiera de los mecanismos por sí sola (Howell, 2003; Monte, 2001; 
Benitez et al., 2004). Las enzimas líticas, los compuestos volátiles y otras sustancias 
tóxicas pueden interrumpir la síntesis de la pared celular y la elongación hifal de los 
hongos patógenos. Los géneros fúngicos más utilizados como agentes de biocontrol, 
Trichoderma y Gliocladium, suprimen la enfermedad por diversos mecanismos que 
incluyen la producción de antibióticos estructuralmente complejos como gliovirina, 
gliotoxina, viridina, trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos 
y trichorzianina entre otros (Howell, 1993, 1998, Djonovic et al., 2006). 
Sivasithamparan & Ghisalberti (1998) listaron 43 sustancias volátiles y no volátiles 
producidas por Trichoderma spp. que tienen actividad antibiótica. Los metabolitos 
volátiles tienen un efecto esencialmente fungistático, debilitando al patógeno y lo 
hacen más sensible a los antibióticos no volátiles, lo que se conoce como un 
"hiperparasitismo" de origen enzimático. 
Los peptaibols, son una clase de péptidos lineales que generalmente tienen 
una fuerte actividad antimicrobiana frente a bacterias gran positivas y hongos. Estos 
actúan de forma sinérgica con las enzimas que degradan la pared celular para inhibir 
el crecimiento de los hongos y provocar resistencia de la planta a los patógenos (Wiest 
et al., 2002). 
Con relación al efecto de Trichoderma sobre nematodos se notificó que las 
quitinasas y proteasas de Trichoderma spp. que son muy similares a las de los hongos 
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nematófagos poseen potencial para atacar estos invertebrados (Morton et al., 2004). 
El proceso parasítico y el efecto de las enzimas y metabolitos de Trichoderma sobre 
nematodos pueden ocurrir en el suelo, en el interior de las raíces o sobre la superficie 
de éstas (Martinez et al., 2013). 
La capacidad de una misma cepa de Trichoderma de secretar varios 
compuestos antifúngicos simultáneamente, limita el riesgo de aparición de 
microorganismos resistentes a estos metabolitos. Estos resultado resaltan que 
antibiosis es parte actividad antagonista de este hongo (Martinez et al., 2013) 
revelando su importancia práctica.  
4.3.3 Fungistasis  
Los buenos antagonistas son por lo general capaces de superar el efecto 
fungistático del suelo que resulta de la presencia de metabolitos producidos por otras 
especies, incluyendo las plantas, para sobrevivir en condiciones competitivas muy 
extremas (Benitez et al., 2004). Las cepas Trichoderma crecen rápidamente cuando se 
inoculan en el suelo, debido a que son naturalmente resistentes a muchos de los 
compuestos tóxicos, incluyendo herbicidas, fungicidas y pesticidas tales como DDT y 
compuestos fenólico (Chet et al., 1997). 
En condiciones ambientales apropiadas, existen mecanismos fungistáticos en 
el suelo que impiden el desarrollo de los hongos. Varios estudios indican el origen 
principalmente biótico de la fungistasis (Watson & Ford, 1972; Louvet et al., 1976), así 
como la capacidad de muchos hongos para sintetizar sustancias volátiles involucradas 
en este mecanismo (Hora & Baker, 1972; Camporota, 1985; Smith, 1976). Distintos 
autores identificaron entre esos componentes gaseosos al dióxido de carbono, etanol, 
acetaldehído, acetona, propanol, isobutanol e isopentanol (Buston et al., 1966; Dos 
Santos & Dhingra, 1980; Hutchinson, 1971), los cuales en diferentes concentraciones 
intervienen en la regulación del mecanismo fungistático. Dentro del grupo de 
microrganismos que generan estos compuestos se encuentra Trichoderma hamatum. 
(Kwok et al., 1987; Hoitink & Chung, 1989), cuyos metabolitos volátiles y su acción 
sobre el comportamiento frente a diez especies de hongos fitopatógenos, habitantes 
del suelo, fueron estudiados por Dal Bello et al. (1997). Estos autores utilizaron un 
dispositivo que constaba de dos matraces (Erlenmeyer de 250 ml), dos tapones 
perforados capaces de encajar en las bocas de ambos recipientes y un tubo de vidrio 
de 10-15 cm de longitud e igual diámetro que el de los orificios hechos en los tapones. 
En este estudio se utilizaron los siguiente hongos de suelo: Bipolaris sorokiniana, B. 
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cynodontis, Drechslera tritici-repentis, Curvularia oryzae-sativae, C. lunata, C. 
brachyspora y Sclerotium rolfsii, cuyo desarrollo micelial fue inhibido in vitro por los 
metabolitos volátiles que produjo T. hamatum (Dal Bello et al., 1997). Al analizar las 
atmósferas internas del dispositivo empleado en este ensayo, se determinó una alta 
concentración de dióxido de carbono y muy bajas de oxígeno y etileno. Estudios sobre 
la influencia del dióxido de carbono en el crecimiento y esporulación de distintas 
especies, demostraron que existe un efecto inhibitorio a concentraciones del gas 
superiores al 10% (Hutchinson, 1971), nivel que fuera superado por el metabolismo de 
T. hamatum.  
4.3.4 Competencia por nutrientes o nichos  
Se define competencia por nutrientes o nichos al comportamiento desigual de 
dos o más organismos ante un mismo requerimiento (oxígeno, espacio, nutrientes), 
siempre y cuando la utilización de éste por uno de los organismos reduzca la cantidad 
o espacio disponible para los demás. La inanición es la causa más común de muerte 
para los microorganismos, por lo que la competencia para limitar los nutrientes da 
como resultado el control biológico de los hongos fitopatogenos (Chet et al., 1997). Por 
ejemplo, para la mayoría de los hongos filamentosos, la absorción de hierro es 
esencial para mantener su viabilidad (Eisendle et al., 2004). Algunos agentes de 
control biológicos como Trichoderma secretan compuesto quelante de hierro. El ion 
hierro Fe3+ tiene muy poca solubilidad a pH neutro y por ende no puede ser utilizado 
por los microorganismos. Los sideróforos disuelven estos iones a complejos de Fe2+, 
que pueden ser asimilados por mecanismos de transporte activo. Las especies de 
Trichoderma son altamente eficientes como sideróforos y detienen el crecimiento de 
otros hongos (Chet & Inbar, 1994). Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las 
características intrínsecas del agente de control biológico, como plasticidad ecológica, 
velocidad de crecimiento y desarrollo, pero también depende del tipo de suelo, pH, 
temperatura, humedad, etc. La ubicuidad de Trichoderma en suelos naturales y 
agrícolas de todo el mundo y su capacidad de crecer en sustratos como la madera en 
descomposición, y otras formas de materia orgánica vegetal, es una prueba de que es 
un buen competidor por el espacio y por los recursos nutritivos (Howell, 2003). 
Además, muchas especies del género Trichoderma muestran una gran versatilidad 
metabólica que les permite crecer utilizando un amplio abanico de fuentes de 
nitrógeno y carbono (Grondona et al., 1997). Trichoderma tiene una mayor capacidad 
para movilizar y absorber los nutrientes del suelo en comparación con otros 
organismos. El uso eficiente de los nutrientes disponibles se basa en la capacidad de 
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de este agente de control biológico, de obtener ATP a partir del metabolismo de 
diferentes fuentes de azúcares. Puede utilizar los derivados de polímeros del entorno 
fúngicos como son: celulosa, glucano y quitina entre otros, todos empleados para 
obtener glucosa (Chet et al., 1997). Las especies de Trichoderma, se encuentran 
mejor adaptados a suelos ácidos, durante su interacción con otros organismos. 
Algunas cepas de T. harzianum pueden controlar el pH externo para asegurar que los 
valores sean los óptimos para sus propias enzimas secretadas (McIntyre et al., 2004). 
Algunas cepas de Trichoderma, definidas como competente de la rizosfera se 
consideran que actúan como completos simbiontes. Ellos reciben los nutrientes de las 
plantas (exudados de las raíces) y un nicho protegido para colonizar, mientras que 
proporcionan a la planta protección, mejorado la absorción de nutrientes y resistencia 
al estrés (bióticos y abióticos) (Woo et al., 2006). Estos hongos pueden comportarse 
como endofítico viviendo dentro de los tejidos vegetales, una parte de su vida sin 
causar aparente daño ni lesión (Lorito et al., 2010). 
4.3.5 Promoción del crecimiento de las plantas  
Es posible que el potencial enzimático de Trichoderma para detener el pro- 
ceso infeccioso de los patógenos sea mucho mayor, pues este controlador biológico 
secreta más de 70 metabolitos, entre ellos: sustancias estimuladoras del crecimiento y 
desarrollo de las plantas (Martinez et al., 2013).  
Perelló et al. (2008 a) demostraron que la cepa T. harzianum (T1) y dos 
productos sintéticos, Bion ® (inductor de la resistencia sistémica adquirida) y Crusier ® 
(potencial bioestimulante del efecto vigor) redujeron significativamente los síntomas de 
la enfermedad causada por Drechslera tritici-repentis en plantas de trigo. Además, 
aumentaron los caracteres de vigor de las plantas como la altura, biomasa aérea y 
radicular. 
En los últimos años se ha comprobado la capacidad de ciertas cepas 
Trichoderma para estimular el crecimiento y el desarrollo de las raíces de las plantas, 
lo que se traduce en un incremento de la productividad (Harman et al., 2004). Plantas 
de pepino inoculadas con la cepa de T. harzianum (T-203), mostraron un incremento 
del 75-95% en el sistema radical, y un aumento de la superficie foliar del 80% (Yedidia 
et al., 2001). Para explicar este hecho se han sugerido varios mecanismos como son 
la producción de factores de crecimiento y vitaminas, el control de patógenos menores 
o la conversión de material no utilizable de tal forma que puedan ser asimiladas por las 
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plantas. Además, Yedidia et al. (2001) observaron un aumento significativo en la 
concentración de Cu, P, Fe, Zn, Mn y Na en raíces inoculadas con T. harzianum. En 
los brotes de las plantas inoculadas, la concentración de Zn, Mn y P aumentó en un 
25, 30 y 70%, respectivamente. Se demostró, de esta manera, que las mejoras en el 
nivel nutricional de la planta pueden estar directamente relacionadas con un mayor 
crecimiento. 
Páez (online 2006) encontró que una cepa de Trichoderma contribuye al 
crecimiento de las raíces de maíz y algunos pastos, haciendo que estos cultivos sean 
más resistentes a la sequía. Este mismo autor observó, que aislamientos 
seleccionados de Trichoderma estimularon la germinación y la altura de plantas de 
poroto con una ganancia en peso de 60% aproximadamente.  
Stocco et al. (2009) observaron un aumento del 30% en el peso seco aéreo y 
del 33% en el peso seco de la raíz, en plantas de trigo proveniente de semillas 
peleteadas con cepas de Trichoderma spp.. Esas mismas cepas redujeron la 
severidad de la MHT en las plantas inoculadas con S. tritici.  
Con el objetivo de implantar cultivos de trigo utilizando tecnologías “más 
saludable” que aseguren un buen stand de plantas, controlen patógenos de las raíces 
y suelo y que además, generen un efecto bioestimulante, Fálico & Varaschin (2007) 
incorporaron microorganismos al suelo. Los microorganismos biocontroladores 
añadidos fueron: tres aislamiento de Trichoderma, tres bacterias del género Bacillus y 
un aislamiento de Gliocladium roseum procedente de Canadá. Se evaluaron dos 
formas de aplicación (sólidas y líquida) en distintas densidades de siembras del 
cultivo. En estos ensayos se destacaron 2 aislamientos de Trichoderma que mejoraron 
la implantación, aumentaron el número de plantas por unidad de superficie, e 
incrementaron el macollaje y el rendimiento, solo en cultivares de ciclo largo. El 
aumento del rendimiento vario entre el 8 y el 19 % superando un promedio del 10% 
respecto al uso de fungicida. 
4.3.6 Inducción de mecanismos de resistencia en planta  
Se ha comprobado que la asociación directa de Trichoderma con las raíces de 
la planta, estimula los mecanismos de defensa de la misma (Yedidia et al., 1999), 
generando una resistencia contra un variado tipo de microorganismos fitopatógenos e 
incluso nematodos (Harman et al., 2004; Shoresh et al., 2010). Esta resistencia 
inducida no es específica de un determinado tipo de planta y puede ser localizada o 
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sistémica, capacitándola para ejercer una respuesta mayor y más rápida ante el 
ataque de patógenos (Harman et al., 2004).  
Esta respuesta incluye la secreción de peroxidasas (Shoresh et al., 2010), la 
síntesis de fitoalexinas, la expresión de genes que codifican proteínas relacionadas 
con la patogénesis o “PR”, la biosíntesis de compuestos terpénicos (Howell, 2006) o el 
aumento de los niveles de ácido salicílico y ácido jasmónico (Harman et al., 2004). 
Los sistemas de resistencia inducida en las plantas son complejos, pero se han 
dilucidado parcialmente en varios sistemas “modelo”. Hay tres vías generalmente 
reconocidas de resistencia inducida en plantas (Harman et al., 2004). Dos de estas 
vías involucran la producción directa de las proteínas relacionadas con la patogénesis 
(PR). En una de las vías, la producción de proteínas PR es generalmente el resultado 
de un ataque por microorganismos patógenos. En la segunda vía, las proteínas PR se 
producen generalmente como resultado de la herida (causadas por insectos 
herbívoros) o necrosis (causada por patógenos de las plantas). Sin embargo, ambas 
vías pueden ser inducidas por otros mecanismos. Generalmente la vía inducida por 
patógenos se basa en el ácido salicílico, producido por la planta, como una molécula 
de señalización. Mientras que la vía inducida por daños, producidos por herbivoría, se 
basan en el ácido jasmónico, como los compuestos desencadenantes de la resistencia 
inducida. Estas moléculas de señalización y sus análogos, inducen respuestas 
similares cuando se aplican exógenamente. La vía que induce las moléculas de 
jasmonatos se designan como resistencia sistémica inducida. Los ácidos jasmónicos y 
salicílicos inducidos por estas vías se caracterizan por la producción de una cascada 
de proteínas PR. Estas generan una serie de compuestos antifúngicos como pueden 
ser quitinasas y glucanasas. También se generan enzimas oxidativas, tales como 
peroxidasas, oxidasas de polifenol y lipoxigenasas. Además, se pueden acumular 
compuestos de bajo peso molecular con propiedades antimicrobianas (fitoalexinas) 
(Harman et al., 2004). Estos autores se refieren a los procesos de todas las plantas 
que dan lugar a la acumulación directa de proteínas PR o fitoalexinas, como 
resistencia sistémica adquirida (SAR). El tercer tipo de resistencia inducida, ha sido 
explicado como el inducido por micoorganismos no patógenos de la raíz, asociado 
generalmente a bacterias, y se lo describe por estos autores como la resistencia 
sistémica inducida por rizobacterias (RISR). Es similar a los sistemas de resistencia 
inducida por los ácidos jasmónico y salicílico, ya que resulta en la resistencia a 
enfermedades de las plantas. Además, una vez que se produce el ataque de los 
patógenos, la magnitud de la respuesta de la planta al ataque se incrementa y se 
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reduce la enfermedad. Por lo tanto, RISR es el resultado en una potenciación de las 
respuestas de defensa de las plantas en ausencia de la cascada de proteínas que es 
típica de los sistemas del ácido jasmónico o inducida por ácido salicílico (Harman et 
al., 2004).  
4.3.6.1 Actividad inmunológica en la planta 
Actualmente se sabe que el sistema inmune de las plantas está constituido por 
una inmunidad innata que actúa de dos formas fundamentales: la primera está basada 
en un reconocimiento de PAMP (patrones moleculares asociados a patógenos), 
mediante receptores que reconocen estos patrones (PRRs, del inglés: pattern 
recognition receptors) y que se encuentran en la superficie de las células vegetales, y 
se denomina PTI (inmunidad activada por PAMP) (Ojito-Ramos & Portal, 2010) Ver 
Figura 8: modelo de zigzag de Jones & Dangl (2006) modificada por Lorito et al. 
(2010). Sin embargo, hay patógenos exitosos que producen efectores que inhiben la 
PTI, los cuales son reconocidos por las plantas mediante receptores adicionales, 
proteínas NB-LRR (del inglés: nucleotide- binding leucine-rich repeat), los cuales 
desencadenan respuestas efectoras contra estos que constituyen la segunda forma de 
actuación de la inmunidad innata y se denomina ETI (efectores activado de la 
inmunidad) (Jones & Dangl, 2006; He et al., 2007; Boller & He, 2009). En la fase 1, los 
PAMPs son reconocidos por los PRRs, lo que resulta en la activación de la PTI, que 
puede detener la colonización adicional del tejido vegetal. Las plantas detectan 
inicialmente a los microorganismos a través de la percepción de los PAMPs mediante 
sus PRRs situados en la superficie celular. En la fase 2, los patógenos exitosos liberan 
efectores que contribuyen a la virulencia, los que pueden interferir con la PTI, y esto 
resulta en una ETS (efector de la susceptibilidad). Las respuestas intracelulares 
asociadas a la PTI desencadenan en producción de especies reactivas del oxígeno, 
rápidos cambios en la expresión de genes y un refuerzo de la pared celular. En la fase 
3, determinados efectores son reconocidos por una de las proteínas NB-LRR, 
resultando en la activación de la ETI, la cual es una respuesta acelerada y amplificada 
de PTI, lo que conlleva a la resistencia a la enfermedad y casi siempre, a una 
respuesta de muerte celular programada en el sitio de la infección (Ojito-Ramos & 
Orelvis Portal, 2010). En la fase 4, el patógeno para evitar la ETI actúa eliminando o 
diversificando el gen efector reconocido, o adquiriendo determinantes antigénicos o 
efectores adicionales, que les permiten evadir la ETI. A su vez, en las plantas da lugar 
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a nuevas especificidades de resistencia, que deriva en el accionar de los ETI 
nuevamente. 
Otro mecanismo de respuesta de las plantas en presencia de los hongos 
antagonistas se basa en el aumento de su inmunidad básica o en los patrones 
moleculares, generados por ella, asociados a los microorganismos (MAMPs). Esto lo 
logra, desencadenando el efector de la inmunidad (MTI), así como también, activando 
la reducción del efector que desencadena la susceptibilidad (ETS) y activando el 
aumento de la efectora inmunidad (ETI). Las cepas de Trichoderma son capaces de 
producir una respuesta más fuerte en la planta en comparación con la inmunidad de 
patógenos activada (MTI> PTI). Esto se logra mediante la producción de una variedad 
de MAMPs (Navazio et al., 2007), tales como hidrofobinas (Djonovic et al., 2005; 
Vargas et al., 2008), expansinas, (Brotman et al., 2008), metabolitos secundarios, y 
enzimas que tienen actividad antimicrobiana directa. Otro mecanismos responsable de 
la actividad biocontroladora de Trichoderma spp. está relacionado con la detoxificación 
de toxinas excretadas por los patógenos y la desactivación de enzimas de éstos 
durante el proceso de infección. 
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Además, algunas cepas de Trichoderma son capaces de contrarrestar los 
efectos de los patógenos que interfieren con MTI, por ejemplo, mediante la inhibición 
de factores de patogenicidad (Elad & Kapat, 1999) o del control de la colonización de 
los patógenos y su nutrición. Esto reduce ETS y limita la pérdida de la resistencia, 
logrando el mantenimiento de la respuesta de la planta a un nivel por encima o justo 
por debajo del umbral para la resistencia (Figura 8). Por último, Trichoderma también 
puede mejorar los ETI, causando una respuesta más rápida (priming que es la 
activación de defensa de la planta antes del contacto con un patógeno) o activarla por 
la liberación de compuestos que, al igual que con algunas moléculas de patógenos, 
son reconocidos específicamente por los receptores celulares de la planta provocando 
mecanismos de defensa (Bailey et al., 1993). 
Umbral para la 
resistencia 
efectiva 
Umbral para 
HR 
Bajo 
Alto 
Fig. 8 Los cambios en la amplitud de defensa de la planta contra el ataque de patógenos causada 
por cepas de Trichoderma de biocontrol eficaces, como se indica mediante el modelo de zig-zag 
propuesto por Jones & Dangl 2006.Flechas azules gruesas indican la respuesta de la planta en 
presencia de Trichoderma. 
MAMPs: patrones moleculares asociados a los microorganismos; 
PAMPs: patrones moleculares asociados a patógenos;  
MTI: la inmunidad activado por MAMPs -;  
PTI: la inmunidad activado PAMPs -;  
ETS: efector activado de la susceptibilidad;  
ETI: efector activado de la inmunidad, 
HR: la respuesta hipersensesibilidad.  
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La resistencia a las enfermedades de las plantas generada por Trichodema, 
también ha sido observado en el campo. Se ha atribuido a la participación de un 
muchos metabolitos bioactivos producidos por el agente de biocontrol que generan 
señales bioquímica en las plantas (Lorito et al., 2010).  
En el estudio de los mecanismos de defensa del trigo frente a S. tritici se ha 
determinado el rol de las proteasas extracelulares, en particular se han estudiado la 
serín proteasa presentes en el fluido intercelular de las hojas de trigo y su inhibidor. 
Hasta el momento se demostró que la proteasa extracelular producida en un cultivar 
de buen comportamiento frente al patógeno, cuadruplicó su actividad, actuando como 
un compuesto antifúngico (Segarra et al., 2002). Esta propiedad también se demostró 
a través de la inhibición de la germinación de conidiosporas del patógeno (Segarra et 
al., 2000). Otro de los compuestos descriptos fue una proteina del tipo Germin like, 
que actuaría como inhibidor de la serin-proteasa en los cultivares susceptibles 
(Segarra, 2002 Tesis Doctoral). Posteriores estudios en plantas pretratadas 
(peleteado) con T. harzianum e inoculadas con S. tritici, demostraron que la actividad 
proteolítica se duplicó, regulando el crecimiento del patógeno. (Segarra et al., 2005, 
Cordo et al., 2004, 2007, Stocco et al., 2009). 
4.4 Trichoderma harzianum 
Samuels (2006) ha citado a T. harzianum como una especie cosmopolita 
porque se la aisló de cultivos diferentes (cereales, hortícolas, cultivos tropicales como 
el cacao, etc), desde zonas geográficas distintas y como libres en el suelo o endófitas 
en plantas. De ahí la importancia de su masiva utilización en el control biológico.  
Las Especies europeas de Hypocrea identificadas y agrupadas por Jaklitsch 
(2009) con ascosporas verdes se distribuyen entre varios clados. Estos son 
Chlorospora, Spinulosa, Harzianum, Strictipilosa y Cerámica. La especie H. lixii 
teleomorfo de T. harzianun, en esta clasificación es ubicado en dentro del clado 
Harzianum. 
El clado Harzianum es filogenéticamente complejo e H. lixii es un agregado de 
especies en lugar de una especie bien definidas. Chaverri & Samuels (2002) 
establecieron la relación teleomorfo/anamorfo de H. lixii y T. harzianum sensu stricto. 
Sin embargo Druzhinina et al. (2010) rechazó la relación teleomorfo/anamorfo después 
de un análisis profundo que implicó numerosas cepas. Los anamorfos de los diferentes 
linajes H. lixii morfológicamente son difíciles de distinguir unos de otros, a partir de T. 
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harzianum. Para ello, se necesitan más aislamientos del teleomorfos 'H. lixii ' en todo 
el mundo. 
La ubicación de las especies en clados reconocidos por Chaverri et al. (2003), 
Jaklitsch et al. (2008), Degenkolb et al. (2008) se reafirma en el trabajo de 
investigación de Jaklitsch (2009) Los nombres de los clado o las sección se adoptan 
incluyendo el nuevo clado Spinulosa que está integrado por tres nuevas especies 
europeas. En este trabajo también se determinó a la sección Trichoderma según 
Bisset (Jaklitsch et al., 2006b), integrada por 14 especies que se encuentran en 
Europa, como una entidad filogenética. Después de la exclusión de T. aureoviride y el 
grupo de T. harzianum (a veces considerados como miembros de esta sección por 
Gams & Bissett, 1998), esta sección está concebida como un grupo filogenéticamente 
homogéneo, con la inclusión de H. voglmayrii. El análisis del factor de elongación 
(tef1) es necesarios para definir completamente el clado (Samuels et al., 2006; 
Jaklitsch et al., 2006b). 
5. Situación actual del biocontrol de Mycosphaerella graminícola (teleomorfo de 
Septoria tritici) en Argentina 
Stocco et al. (2012) destacaron la importancia de la selección previa de las 
cepas de Trichoderma en ensayos en invernáculo, para corroborar su capacidad 
biofungicida en posteriores experimentos a campo.  
Perelló et al. (2006) presentaron el primer informe sobre la eficacia de 
Trichoderma spp. contra patógenos necrotróficos del trigo en condiciones de campo en 
Argentina. Evaluaron el efecto de seis aislamientos de T. harzianum y de una cepa de 
T. koningii sobre la incidencia y la severidad de la mancha amarilla del trigo 
(Pyrenophora tritici-repentis) y MHT (M. graminicola). Los biocontroladores fueron 
aplicados por recubrimiento de la semilla o asperjando sobre las hojas del trigo en las 
diferentes etapas de crecimiento. Tres de los aislamientos estudiados (T2 para M. 
graminicola, T7 para P. tritici-repentis y T5 para ambos) mostraron el mejor 
desempeño en el control de la manchas foliares. En macollaje, seis de los aislamientos 
disminuyeron la severidad de P. tritici-repentis y M. graminicola hasta en un 39 % y 12-
53 %, respectivamente. En algunos casos, la aplicación de los antagonistas (T2 y T5) 
dio un nivel de control de las enfermedades similar a la obtenida con Tebuconazol (70 
y 48 %, respectivamente). También, Perelló et al. (2009) ensayaron dos formas de 
aplicación del antagonista: la pulverización de una suspensión de esporas y la técnica 
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de recubrimiento de semillas (peleteado), en condiciones de campo, con cuatro cepas 
de T. harzianum y una cepa de T. koningii. Evaluaron la eficacia en la reducción de la 
incidencia y la severidad de la MHT. El antagonismo fue efectivo solamente en una 
etapa temprana de la enfermedad. Tanto la pulverización de la suspensión de esporas 
sobre las hojas como la técnica del peleteado, fueron eficientes en la disminución de la 
enfermedad. 
Jeque et al. (2008), en condiciones de campo, analizando el biocontrol de S. 
tritici con T. harzianum como pelet o aplicado en plántula, determinaron que el 
antagonista redujo significativamente el desarrollo del patógeno en los primeros 
estadios del cultivo de trigo, mientras que en etapas más avanzadas, el control 
ejercido por el fungicida fue mayor.  
Stocco et al. (2009) demostraron el efecto biocontrolador cepas de 
Trichoderma spp., aisladas de suelos de la región triguera argentina, sobre plantas de 
trigo proveniente de semillas peleteadas, con el antagonista e inoculadas con S. tritici. 
Para asociar ese efecto con el mecanismo biológico desencadenado por Trichoderma 
spp., se realizaron pruebas de la actividad antifúngica del fluido proteolítico intercelular 
y se determinó el peso seco de las raíces y de la parte aérea de las plantas. Hubo 
cepas que redujeron, el área necrosada y la superficie cubierta con picnidios. Estas 
ejercieron el mejor efecto biocontrolador. Posteriormente Stocco et al. (2009) 
cuantificaron una elevada actividad proteolítica sobre las mismas plantas, indicando un 
aumento de la resistencia sistémica inducida. Además, otras cepas de Trichoderma 
spp, estimularon el aumento del peso seco de la raíz y de la masa foliar, logrando 
plantas de trigo más robustas como otro mecanismo de acción antagónica. Para 
proteger el medio ambiente se recomienda el uso de tratamientos con Trichoderma sp 
como biofungicida ya que con al menos dos aplicaciones (peleteado en semilla y una 
aplicación aérea en macollaje) no solo disminuyó la severidad hasta grano pastoso 
sino que también aumentó el rendimiento en kg.ha-1 y disminuyó la tasa de incremento 
de la enfermedad (Cordo et al., 2012; Stocco et al., 2012). 
En Centro de Investigación de Fitopatología (CIDEFI) se encuentra a 
disposición de la comunidad científica, el Banco Micológico de cepas de Trichoderma 
spp.. El objetivo de este banco es de disponer de un sistema de clasificación para T. 
harzianun que asigne a cada cepa con aptitud biocontroladora, una serie de caracteres 
que la definan y permitan seguir su evolución en el tiempo y el medio ambiente. 
(Stocco et al., 2011). 
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Con esta investigación se propuso incrementar el conocimiento de las bases del 
biocontrol de Mycosphaerella graminicola, causante de la Mancha de la hoja en el 
cultivo de trigo, con cepas de Trichoderma harzianum. 
OBJETIVO GENERAL 
Presentar un estudio integrado, que combine propiedades: morfológicas, fisiológicas y 
moleculares de los aislamientos nativos de T. harzianum, para ser utilizarlos como 
eficientes agentes de control biológico. 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Aislar e identificar T. harzianum provenientes de muestras de suelo, colectadas 
de distintas áreas de la región triguera argentina. 
 Evaluar la habilidad de los aislamientos mediantes bioensayos en invernáculo 
para controlar la MHT. 
 Caracterizar morfo-culturalmente las cepas en estudio. 
 Caracterizar molecularmente la variabilidad dentro de la especie y generar 
grupos de similitud. 
 Caracterizar fisiológicamente las cepas en base a los siguientes parámetros: a) 
crecimiento de las colonias en diferentes fuentes carbonadas. b) crecimiento, 
esporulación y pigmentación de las colonias en presencia de medios de cultivo 
enriquecidos con aminoácidos y sales orgánicas como fuente nitrogenada. c) 
crecimiento de colonias y esporulación de conidios bajo condiciones extremas 
de temperatura y pH. 
 Estudiar la habilidad de los aislamientos para producir enzimas potencialmente 
involucradas en el biocontrol de fitopatógenos. 
 Correlacionar el perfil genético de cada grupo de similitud con los caracteres 
fenotípicos planteados (morfología, reacciones fisiológicas, actividad 
enzimática). 
 Relacionar la actividad biológica (morfología, reacciones fisiológicas, actividad 
enzimática) de las cepas seleccionadas por grupos de similitud con su 
capacidad como agente biocontrolador.  
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HIPÓTESIS RELEVANTES 
 La integración de los atributos fisiológicos y bioquímicos junto con criterios 
morfológicos clásicos, sirven para establecer nuevos grupos infraespecíficos. 
 Las diferencias entre los grupos infraespecíficos se correlacionan con 
diferentes niveles de actividad biocontroladora sobre la mancha de la hoja del 
trigo. 
 Las características morfológicas estudiadas varían dentro de los rangos 
aceptados por la taxonomía clásica, aunque por sí solas no permiten la 
diferenciación en grupos dentro de la especie. 
 Las cepas de T. harzianum, provenientes de diferentes áreas trigueras, se 
caracterizan por la heterogeneidad en sus patrones moleculares, demostrando 
la naturaleza genética de su variabilidad. 
 Los grupos de cepas con iguales perfiles genéticos se asocian a individuos con 
el mismo potencial antagonista. 
 Las pruebas fisiológicas realizadas con T. harzianum producen la máxima 
discriminación entre las cepas estudiadas. 
 La habilidad de los aislamientos seleccionados de T. harzianum para producir 
emzimas hidrolíticas tienen estrecha relación en el éxito biocontrolador sobre la 
MHT. Esta capacidad esta relacionada con los niveles de enzimas de 
endoquitinasa y β 1,3 glucanasas 
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CAPÍTULO I 
SELECCIÓN DE AISLAMIENTOS DE Trichoderma spp. 
1. Introducción 
Mycosphaerella graminicola (Fuckel) Schroeter in Cohn (anamorfo Septoria 
tritici Rob. ex Desm.) es uno de los hongos patógenos más destructivos del trigo (King 
et al., 1983), causante de “la mancha de la hoja”, que ocurre en todas las áreas de 
cultivo del mundo. Se mencionan importantes pérdidas en el campo que pueden ser 
atribuidas a este patógeno, especialmente durante las estaciones con elevadas 
precipitaciones y humedad (Verreet, 1995; Schnieder et al., 2001). 
La “septoriosis de la hoja”, también conocida como “pardeado de las hojas” o 
“tizón foliar del trigo”, es una de las enfermedades endémica de la región IV, en la 
Argentina (Kraan & Nisi, 1993). Esta enfermedad causa pérdidas significativas en las 
variedades susceptibles de trigo. En la Argentina, en la década de 90’ las pérdidas de 
rendimiento variaron entre el 21 al 37% (Kraan & Nisi, 1993), el 20 a 50% (Anonne et 
al., 1991) y el 16 a 45% (Simón et al., 2002) según se han registrado en las diferentes 
campañas. En otros países, las reducciones en el rendimiento fueron de un rango del 
31 al 54% (Eyal et al., 1987), del 10 al 45% (Caldwell & Narvaez, 1960), e incluso se 
ha registrado una reducción mayor al 60% (Shipton et al., 1971). Esta enfermedad 
ataca en todos los estados de desarrollo del trigo, sobre todo cuando las condiciones 
ambientales son predisponentes, causando grandes pérdidas en los rendimientos 
(Eyal et al., 1987). 
La expansión del sistema de siembra directa, pero sin rotación de cultivos 
(monocultivo), la difusión de genotipos susceptibles, el uso de semillas infectadas, los 
cambios climáticos y la poca diversidad de cultivares sembrados, probablemente 
contribuyeron al aumento de la ocurrencia e intensidad de enfermedades foliares en 
trigo. Esto llevó a estudiar nuevas estrategias o tácticas de manejo. De esta forma, 
surge un nuevo marco conceptual, el manejo integrado de enfermedades (Carmona, 
2004). 
Dependiendo de las condiciones climáticas en la etapa de macollaje, pueden 
ser necesarias una o más aplicaciones de fungicidas. Una combinación de estas 
prácticas y el control biológico es posible, como estrategias para el manejo de “la 
mancha de la hoja de trigo” (Annone, 2005). El uso de agentes de control biológico 
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complementario a la resistencia de las plantas, proporciona un nivel equivalente de 
control, al uso de productos químicos, con el menor impacto negativo sobre el medio 
ambiente (Perelló et al., 2008).  
Las plantas hospedan muchos microorganismos no patógenos o débilmente 
patógenos en forma endófita o epífita. Tales microorganismos pueden ser importantes 
antagonistas que se encuentra dentro, sobre tejidos vegetales y en la rizosfera del 
cultivo (Mónaco, 2002). Según la capacidad antagónica que posean, podrán 
desplazar, reducir, suprimir o inducir la resistencia al patógeno (Mónaco, 2002). Las 
especies de Trichoderma, están ampliamente difundidas en la comunidad microbiana 
de los suelos y alguno de sus representantes se destacan, por sus propiedades 
antagonistas (Dal Bello, 1997). Las especies del género Trichoderma son los 
antagonistas más utilizados para el control de enfermedades de plantas producidas 
por hongos, debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su 
crecimiento rápido en un gran número de sustratos y a que no atacan a plantas 
superiores (Papavizas et al., 1982). Los mecanismos por los que las cepas del género 
Trichoderma desplazan al fitopatógeno son fundamentalmente de cuatro tipos: 
competición directa por el espacio o por los nutrientes, producción de metabolitos 
antibióticos, ya sean de naturaleza volátil o no volátil, parasitismo directo de 
determinadas especies de Trichoderma sobre el hongo fitopatógeno e inducción de la 
resistencia en plantas (Grondona et al., 1997; Rey et al., 2000; Howell, 2003; Harman 
et al., 2004; Shoresh et al., 2010). El control biológico es el resultado de un número de 
diferentes mecanismos de acción del antagonista que actúan en forma sinérgica para 
lograr el control de enfermedades (Howell, 2003). La importancia relativa de cada uno 
de ellos depende de cada interacción de antagonista-patógeno y de las condiciones 
ambientales.  
Para la aplicación de un biofungicida se deben tener en cuenta aquellos 
aspectos, que permitan la expresión de los mecanismos de control de la cepa y que se 
relacionan con la interacción planta - fitopatógeno susceptible - ambiente favorable 
(temperatura, humedad, presencia de oxígeno, pH), condiciones del suelo (estructura, 
contenido de materia orgánica y nutrientes) y horario de aplicación (Martínez et al., 
2013). Los métodos de aplicación se basan en la pulverización foliar, los tratamientos 
de suelo, el recubrimiento de semillas, la protección de raíces de arboles, el 
tratamiento de estacas, tratamientos de heridas producidas por la poda y pulverización 
directa de una suspensión del hiperparásito sobre la lesión del hongo (Navi & 
Bandypadhyay, 2002). 
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Actualmente, T. harzianum, sola o en combinación con otras especies de 
Trichoderma, se está utilizando en preparaciones comerciales para el control de 
numerosas enfermedades de plantas producidas por hongos. Estas formulaciones se 
aplican directamente al suelo, a las semillas (“peleteado”), mediante diferentes 
sistemas de riego, a plántulas para trasplante en semilleros y en cultivos definitivos 
(Cook, 1997; Grondona et al., 2001). La inoculación de Trichoderma al sustrato para 
plantines o directamente al suelo, en campo abierto, ofrece una protección mayor a los 
cultivos. También puede mezclarse con abonos orgánicos y enmiendas, tal como se 
hace con inoculantes bacterianos usados como fertilizantes ecológicos (Martínez et al., 
2013).  
Las cepas de Trichoderma son capaces además, de combatir patógenos 
foliares y aéreos (Martínez et al., 2013). Por ejemplo, con aplicaciones aéreas de T. 
harzianum, a las dosis de 5 y 10 kg.ha-1 la incidencia de Rhizoctonia solani en plantas 
de arroz disminuyó en un 30% (Rodríguez et al., 1999). Otra forma de aplicación de 
Trichoderma es sobre los residuos vegetales. Garrido (2009) incorporó T. harzianum 
conjuntamente con los restos de cosecha de arroz y obtuvo una reducción de hasta 
50% de los esclerocios y de 13,40% de la severidad de R. solani en el cultivo. 
Stefanova (2007) propone el empleo de Trichoderma por medio de las semillas 
con una suspensión de esporas o en forma de polvo y un tensioactivo, ya que es la 
forma más económica y extensiva para introducir los agentes de control biológico en la 
producción y por estas razones, una de las variantes más utilizada (Martínez et al., 
2013). El tratamiento de las semillas para evitar las infecciones post-emergentes 
redujeron al menos del 50% las infecciones por Fusarium solani y a un 3% las de R. 
solani (Sandoval et al., 1995). En otros ensayos se obtuvo una efectividad de 100% 
frente a F. moniliforme y de 88% contra Phoma spp. A su vez los tratamientos de 
semillas en pimiento, incrementaron el porcentaje de germinación y estimularon el 
crecimiento (Stefanova, 2007).  
Varios investigadores argentinos trabajaron en la técnica de aplicación de los 
agentes de control biológicos. Perelló et al. (2009) demostraron una reducción de la 
severidad causada por S. tritici, tanto en la aplicación en forma de pulverización foliar o 
como un recubrimiento de la semilla. Sin embargo, Cordo et al. (2007) determinaron 
que la aplicación en forma de recubrimiento de semillas de trigo fue más eficaz, contra 
la MHT, que la pulverización foliar. En este estudio se probaron 14 aislamientos de 
Trichoderma spp. y se determinó que T. harzianum (Th5) produjo el mayor nivel de 
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protección. A partir de las hojas de plantas provenientes de semillas tratadas con TH5, 
se midió la actividad proteolítica de la serín proteasa en el apoplasto. La presencia del 
antagonista incrementó la acción antifúngica de la enzima de la planta contra S. tritici, 
confiriéndole resistencia a los cultivares de trigo susceptibles. Estos resultados 
sugieren que T. harzianum estimula una respuesta bioquímica sistémica inducida 
contra la MHT. 
1.1 Los objetivos de este capítulo son:  
 Aislar hongos perteneciente a T. harzianum provenientes de muestras de 
suelos, de distintas áreas de la región triguera argentina  
 Evaluar la habilidad biocontroladora de los aislamientos sobre la MHT 
mediantes ensayos en invernáculos 
2. Materiales y Métodos 
Durante los años 2008, 2009, 2010 y 2011 se han recolectado muestras de 
suelo de distintas zonas geográficas de la Región Triguera Argentina. Las muestras 
colectadas pertenecen a las siguientes localidades que se presentan en la Tabla 1. Se 
realizó un muestreo jerárquico de la rizosfera de trigo. Esta técnica de muestreo fue 
adaptada de la descripta por Reis, (1994). Partiendo  de una muestra original de 500g 
se fracciono en alícuotas de 5g. Cada una de estas muestras se acondiciono (secada 
a temperatura ambiente, molida con un mortero y tamizada a traves de un cedazo) y 
conservó en la heladera a 4 ºC. 
  
Regiones 
trigueras  
Localidades Año 
II Sur Los Hornos  
Bragado; 
2008 
III Paraná 2009 
V Sur Bordenave 2009 
IV Lobería 2010 
V Norte Manfredi 2010 
II Norte Pergamino 2011 
 I Santa Fe. 2011 
 
Tabla 1. Origen geográfico y año de recolección de las muestras de suelo 
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2.1.  Obtencion de aislamiento de Trichoderma spp. 
Los aislamientos de Trichoderma spp. se realizaron a partir de las muestras de 
suelo conservadas a baja temperatura. Se utilizó la técnica de dilución en placas con 
el medio de cultivo selectivo para Trichoderma (TSM) (Elad et al., 1981). Esta técnica 
consistio en suspender 5 g de suelo en 50 ml de agua destilada estéril (dilución 1:10). 
Luego de agitar durante 20 minutos se realizaron dos diluciones seriadas. Para ello se 
tomo una alícuota de 1ml de la suspensión que se virtio en los 9 ml de agua destilada 
estéril, logrando una dilución 1:100. Luego, de la misma manera se realizó la dilución 
1:1000. De cada una de las diluciones, se colocaron en cajas de Petri, 1 ml de la 
suspensión con 1ml de la solución fungiestatica con PCNB 
(Pentacloronitrobenceno). Posteriormente, se agregó el medio de cultivo (TSM) 
fundido y enfriado a 50ºC. Las cajas fueron incubadas en estufas a 26ºC, durante 5 
días. Aquellas colonias de Trichoderma spp. que crecieron de manera aisladas fueron 
repicadas en estrias de APG.  
La composición del medio TSM es la siguiente: 
Nitrato de Amonio (NO3NH4)                                              1,00 g 
Fosfato ácido de potasio (K2HPO4)                                    0,90 g 
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4* 7H2O)       0,20 g 
Cloruro de potasio (KCl)                                                     0,15 g 
Cloranfenicol                                                                      0,25 g 
Rosa de bengala                                                                0,15 g 
Glucosa                                                                              3,00 g 
Agar                                                                                  20,00 g 
Agua                                                                                   1,00 L 
Para preparar la solución fungiestática se agrega 0,2 g de PCNB en 1 L de agua 
destilada estéril. No se esteriliza ya que éste es un fungicida termolábil. 
Para otras prácticas de manejo del hongo, como multiplicación de conidios, se utilizó el 
Agar Papa Glucosado al 2% con cloranfenicol 500 mg/L. (APG). 
2.2. Técnicas de conservación de las cepas  
Se realizaron ensayos de laboratorio para definir la técnica de conservación de 
los aislamientos de Trichoderma spp.. El objetivo fue asegurar la estabilidad de las 
propiedades morfológicas, fisiológicas y de la capacidad antagónica de los 
aislamientos en estudio. Se probaron distintas técnicas: 1) en vaselina liquida, 2) en 
agua destilada estéril 3) en glicerol, 4) en sílica gel y 5) en papel de filtro estéril. Las 
tres primeras se realizaron en frascos de vidrio (de 7 cm de alto por 2 cm de diámetro 
Stocco, M.C. 2014                                                                                                                                  57 
 
y 10 ml de capacidad), en un volumen final de 5 ml, cerrandolos con tapa a rosca y 
esterilizados. Bloques de 1 cm. del hongo esporulado sobre APG que se quería 
conservar, se transfirieron a los mencionados envases (López Lastra et al., 2002). 
Luego se mantuvieron en la heladera a 4ºC. 
Para la técnica con sílica gel, el material se trituró en un mortero hasta obtener 
un grado de molienda similar a la sal fina. Luego se la envasó en frascos de vidrio de 
10 ml con tapa plástica y se la esterilizó en horno seco a 160ºC, durante 6 hs (López 
Lastra et al., 2002). Para preparar la suspensión de conidios de Trichoderma, se virtio 
agua destilada estéril sobre el cultivo, raspando la superficie con una varilla de vidrio. 
La suspensión resultante se filtró y se sembraron 300 µl en el granulado de sílica gel. 
Luego se agitó enérgicamente para lograr una buena distribución de la suspensión en 
las partículas mencionadas. Los frascos sembrados se mantuvieron en el freezer a -
20ºC. 
Para la técnica de papel de filtro, se colocaron tiras estériles de este papel de 1 
cm. de ancho, dentro de cajas de petri con APG donde se encontraba creciendo el 
hongo. Se incubó en estufa durante 7 días. Una vez que el hongo colonizó el papel de 
filtro, se retiró y se seco a temperatura ambiente durante 7 días. Las tiras fueron 
conservadas dentro de sobres de papel de strassa de 7 X 13 cm, protegidas con papel 
de aluminio, en el freezer a -20ºC.  
La evaluación del crecimiento de los aislamientos, para cada uno de los 
métodos de conservación, fue realizada, a los 3, 6, 12, 18 y 24 meses de iniciado el 
experimento. Para ello, los pequeños bloque que se conservaron en cada una de las 
técnicas (vaselina, agua estéril y glicerol) se cultivaron en medio sólido de APG. Para 
el caso del papel de filtro se cortó un trozo de 1 cm de la tira con el hongo y se la 
cultivó sobre el mismo medio sólido. Para la técnica de sílica gel se espolvoreo sobre 
el medio de cultivo sólido una pequeña cantidad del polvo de sílica gel con las esporas 
del hongo conservadas. 
2.3. Obtención de cultivos monospóricos 
Para caracterizar morfológicamente los aislamientos de Trichoderma spp., se 
obtuvieron cultivos puros generados a partir de una sola espora. La técnica empleada 
fue una modificación de la técnica utilizada por Lecuona (1996). Un disco de micelio de 
diámetro uniforme, proveniente de cada aislamiento desarrollado en APG, se transfirió 
a 10 ml de agua destilada estéril. Se agitó en el vortex hasta lograr una suspensión 
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homogénea. Se realizaron varias diluciones hasta obtener una concentración de 1x 
105 de conidios/ml de la cepa. El recuento de espora se realizó con la cámara de 
Newbawer. Se sembraron 200 µl de la suspensión de conidios obtenida, sobre el 
medio sólido agar-agua. Al término de 24h se observó la germinación de los primeros 
conidios bajo lupa o a contra luz. De aquellos conidios que germinaron en forma 
aislada, se tomo un trozo de cultivo, con una aguja esterilizada sobre llama directa. 
Esta se colocó en cajas de Petri individuales con medio de cultivo APG al 2%. Se 
descartaron aquellas que mostraron un crecimiento concéntrico doble o triple, ya que 
ese patrón indicó que se transfirió más de una espora. 
2.4. Aislamientos y producción de inóculo de S. tritici 
Los aislamientos de S. tritici se realizaron a partir de fragmentos de tejido 
infectado de hojas de trigo o por transferencias de esporas de un picnidio (Cordo, 
1979). Seis replicas de cada aislamiento se cultivaron en APG e incubaron durante 21 
días en condiciones de laboratorio (temperatura media de 20ºC y luz difusa). 
Para la producción de inóculo se utilizó una mezcla de dos aislamientos 
virulentos de S. tritici: uno de la localidad de 9 de Julio (FALP9J008) y el otro de la 
localidad de Pla (FALPLA008), ambas de la provincia de Buenos Aires. Para lograr 
una cuantiosa esporulación, los aislamientos se cultivaron en cajas de Petri con el 
medio de cultivo agar malta (30 gr/l de extracto de malta, 5 gr/l de peptona, 2 gr/l de 
extracto de levadura y 20 gr/l de agar en agua destilada). La suspensión de conidios 
se obtuvó inundando las cajas con aproximadamente 5 ml de agua destilada; luego se 
raspo la superficie de la colonia con un ansa estéril y, por último, la suspensión 
resultante se filtro con una malla tramada. La concentración de la suspensión se ajustó 
a 1x106 esporas/ml.  
2.5. Actividad biocontroladora de aislamientos seleccionados de Trichoderma 
frente al agente causal de la MHT 
Los ensayos biológicos se realizaron mediante inoculaciones artificiales en el 
invernáculo siguiendo la técnica descripta por Cordo et al. (2007). Se seleccionaron 30 
cepas de Trichoderma spp. de cada una de las zonas de la región triguera argentina 
mencionadas en la Tabla 1. Cada una de las 30 cepas, correspondientes a una zona 
triguera, se aplicó sobre la semilla, peleteando con el micelio y conidios del 
antagonista. El peleteado de la semilla se realizó: agitándolas por 30 minutos en una 
suspensión preparada con 90 ml de agar agua al 2 ‰ al que se le adicionó 10 ml de 
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una suspensión de conidio de Trichoderma spp., con 1 gota de tensioactivo (Figura 9). 
Una vez finalizado el peleteado, se las dejó secar a temperatura ambiente por 24h 
(Figura 10). 
          
 
 
 
Las semillas peleteadas con cada cepa de Trichoderma spp. se sembraron en 
bandejas de (16 cm x 10 cm x 5 cm) en tres repeticiones por bloque. En el caso del 
testigo se sembraron semillas sin el peleteado del hongo. Estas bandejas se 
mantuvieron en invernáculo durante la duración del ensayo con un período de tiempo 
variable entre 35 y 43 días, dependiendo de la influencia de la temperatura. 
Diariamente se registraron las temperaturas máximas, mínimas y la humedad 
ambiental máximas y mínimas. De esta manera se controló que las condiciones 
ambientales fueran las adecuadas para el desarrollo de la enfermedad. 
 
Fig.9 Peleteado de la semilla de trigo con 
cepas de Trichoderma spp. 
Fig. 10 Secado de la semilla de trigo, luego del 
peleteado. 
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Se evaluó el potencial antagonista de las cepas ensayadas estimando la 
reducción del área necrosada y de la superficie cubierta con picnidios, ambas para la 
primera y la segunda hojas, cuando las plantas de trigo de un cultivar susceptible 
(Buck Guapo) se inocularon con una mezcla de las dos cepa virulenta de S. tritici 
(Figuras 11 y 12). Esto se comparó con un testigo sin antagonistas y con una única 
aplicación del patógeno. De esta forma se midió la capacidad de cada aislamiento de 
Trichoderma spp. de restringir el progreso de la MHT, 21 días posteriores a la 
inoculación (Figura 13).  
 
 
 
 
Fig. 11 Inoculación de plantas de trigo con S. tritici Fig.12 Cámara húmeda luego de la inoculación 
con S. tritici 
Fig. 13. Aparición de síntomas y signos de la MHT después de 24 días desde la inoculación 
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3. Resultados 
3.1. Obtención de aislamientos de Trichoderma spp. 
Se aislaron y ensayaron bajo condiciones de invernáculo, 240 aislamientos de 
Trichoderma spp., obtenidas de muestras de suelo de cada localidad, que 
posteriormente fueron utilizada para comprobar su actividad biocontroladora.   
3.2. Técnicas de conservación de las cepas 
Para determinar la técnica de conservación más eficiente, se realizaron 
evaluaciones a los 3, 6, 12, 18 y 24 meses de iniciado el experimento. Los resultados 
de las evaluaciones demostraron que todas las cepas se recuperaron con un óptimo 
crecimiento en vaselina, glicerol, agua destilada estéril y papel de filtro (Stocco et al., 
2010). Sin embargo para la técnica de sílica gel los aislamientos estudiados 
sobrevivieron solo 18 meses. 
 
 
 
Tabla 2.Resultados de las evaluaciones de las cinco técnicas de conservación (Papel de filtro, Silica gel, 
Vaselina, Agua y Glicerol) realizadas a los 3, 6, 12, 18 y 24 meses desde el inicion del ensayo. (+) 
Presencia de desarrollo de la colonia. (-) Ausencia de desarrollo de la colonia 
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Para conservar las cepas durante los años de experimentación se seleccionó la 
técnica de papel de filtro, dado que este método es sencillo, de rápida recuperación y 
permite a cada cepa mantener inalterados sus rasgos fenotípicos.  
3.3. Actividad biocontroladora de aislamientos seleccionados de Trichoderma 
frente al agente causal de la MHT 
Los criterios de selección de los aislamientos biocontroladores que se tuvieron en 
cuenta fueron: la reducción de la superficie necrosada y la reducción del porcentaje de 
cobertura picnidial generados por el agente de control biológico. Estos valores 
debieron ser significativamente menores con respecto al testigo. El otro criterio tenido 
en cuenta fue que el aislamiento debió reducir simultáneamente los parámetros de 
severidad (porcentaje de necrosis y de cobertura picnidial).  
La capacidad biocontroladora de los aislamientos de Trichoderma spp. de cada 
una de las localidades, se evaluó tanto en la primera como en la segunda hoja de las 
plantas tratadas.  
Todos los datos del porcentaje de necrosis y de la cobertura picnidial registrados 
para todos los tratamientos, se modificaron según la transformación √ x y luego se 
analizaron por ANOVA, comparando sus medias con el test de Fisher para un nivel de 
significancia del 5% (P<0,05). Sólo se presentan los resultados de la reducción de la 
severidad de aquellas hojas que mostraron diferencias significativas en el análisis 
estadístico. 
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Para la localidad de Los Hornos los aislamientos de Trichoderma spp. 2, 4, 5 y 
8 presentaron mejor comportamiento en la primera hoja del cultivar Buck Guapo por 
reducir significativa la superficie necrosada. Observando la Figura 14, el aislamiento 4 
es el que presentó una reducción de casi un 50 % de la superficie necrosada con 
respecto al testigo. Ademas, los aislamientos: 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 18, 24, 
26 y 29 redujeron significativamente el porcentaje de cobertura picnidial de la misma 
hoja. En la Figura 14 se observa que el aislamiento 2 fue el que redujo en dos tercios 
la superficie cubierta por picnidios. Analizando los datos anteriores por el criterio de 
selección, se destacaron los aislamientos 1, 2, 4, 5, 8, 10, 12 y 26.  
 
 
 
 
 
 
Para las muestras de suelo de la localidad de Bragado se mencionan los 
aislamientos: 33, 34, 35, 36, 42, 46, 50, 54, 56, 57 y 58 por reducir significativamente 
la superficie necrosada en la segunda hoja. En la Figura 15, el aislamiento 33 redujo 
en un 50% dicha superficie, con respecto al testigo. También se seleccionaron los 
aislamientos: 33, 34, 41, 50, 51, 54, 55, 56, 59 y 60 por reducir significativamente la 
cobertura picnidial de la misma hoja (Figura 15).Por último se destacaron los 
Fig. 14 Efecto de las cepas de Trichodema spp sobre el porcentaje de necrosis y de cobertura 
picnidial de la MHT en la 1º hoja de aislamientos de Los Hornos. 
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aislamientos 33, 34 y 54 por presentar una reducción del 50% en ambos parámetro de 
severidad. 
 
 
 
 
 
 
Los aislamientos de Trichoderma spp. 73, 77, 80, 83 y 90 provenientes de 
muestras de suelo de la localidad de Bordenave se destacaron por reducir 
simultáneamente los parámetros de severidad, de las dos primeras hojas infectadas 
por patógeno. Así el porcentaje de necrosis de la primera hoja del cultivar Buck 
Guapo, se redujo significativamente con los aislamientos: 62, 68, 73, 79, 80, 83, 87 y 
89 (Figura 16 a), con el aislamiento 83 que generó una reducción del 25% de la 
superficie necrosada con respecto al testigo. Con respecto al porcentaje de cobertura 
picnidial en la misma hoja, los aislamientos: 61, 62, 63, 64, 66, 69, 81, 83, 84, 87, 88, 
89 y 90 redujeron significativamente este parámetro en comparación con el testigo 
(Figura 16 a). Así mismo el aislamiento 90 generó una reducción del 95% de la 
superficie cubierta con picnidios, con respecto al testigo. 
Fig.15. Efectos de las cepas de Trichodema spp. sobre el porcentaje de necrosis y de cobertura 
picnidial de la MHT en la 2º hoja de aislamientos de Bragado. 
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 Analizando la segunda hoja del cultivar Buck Guapo los aislamientos: 67, 69, 
72, 73, 74, 76, 77, 79, 80, 83, 87 y 90 se destacaron por reducir significativamente la 
superficie necrosada. Los aislamientos 73 y 80 generaron una reducción de la 
superficie necrosada mayor al 50 % con respecto al testigo. Con respecto a la 
reducción de la superficie cubierta por picnidios se mencionaron los aislamientos: 69, 
73, 77, 80, 83 y 90, dentro de los cuales los aislamientos 73, 80 y 90 redujeron más de 
dos tercio la superficie cubierta por picnidio con respecto al testigo. 
 
Fig. 16a. Efecto de las cepas de Trichodema sp. sobre el porcentaje de necrosis y de cobertura 
picnidial de la MHT en la 1º hoja de aislamientos de Bordenave. 
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Para la localidad de Paraná (Subregión III) también se tuvieron en cuenta los 
resultados de las dos primeras hojas del cultivar estudiado. Con respecto a la 
severidad de la MHT para la hoja 1, los aislamientos de Trichoderma spp.: 92, 93, 95, 
107, 108, 113 y 114 se destacaron por reducir significativamente la superficie 
necrosada en comparación con el testigo. La Figura 17a, señala al aislamiento 93 por 
reducir este parámetro, en más de un 50 %. Con respecto a la reducción de la 
cobertura picnidial de la misma hoja, la Figura 17a muestra que los aislamientos: 92, 
93, 97, 107, 108, 109 y 114 son los mas destacados, con los aislamientos 92, 107 y 
114 como los de mayor efecto biocontrolador por reducir en más del 50% la superficie 
cubierta por picnidios. 
 
Fig. 16b. Efecto de las cepas de Trichodema sp. sobre el porcentaje de necrosis y de cobertura 
picnidial de la MHT en la 2º hoja de aislamientos de Bordenave. 
 
 
Stocco, M.C. 2014                                                                                                                                  67 
 
 
 
 
 
 
Para la segunda hoja, en relación a la reducción de la superficie necrosada, los 
aislamientos de Trichoderma spp.: 92, 93, 95, 103, 107, 108, 113, 114, 117 y 119 
produjeron reducciones significativas (Figura 17b). Para la misma hoja y en relación a 
la cobertura picnidial, los aislamientos 92, 93, 107, 108, 113 y 114 indujeron una 
reducción significativa de este parámetro, tal como lo muestra la Figura 17b. Se 
destaco al aislamiento 114 como el que redujo en más del 50 % la superficie 
necrosada y en un 80% la cobertura picnidial con respecto al testigo. 
  
Fig. 17a. Efecto de las cepas de Trichodema sp. sobre el porcentaje de necrosis y de cobertura 
picnidial de la MHT en la 1º hoja de aislamientos de Paraná. 
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Resumiendo los resultados obtenidos en la primera y segunda hojas, los 
aislamientos de Trichoderma spp. 92, 93, 107, 108 y 114, de la localidad de Paraná, 
se destacaron como los mejores agentes de biocontrol. 
 
 
De las muestras de suelo proveniente de la localidad de Manfredi, los 
aislamientos de Trichoderma spp. que generaron menor superficie necrosada en la 
segunda hoja fueron: 123, 129, 131, 140 y 141. Analizando la cobertura picnidial en la 
misma hoja, los aislamientos: 123, 129, 131, 140 y 141 generaron los valores más 
bajos para éste parámetro (Figura 18). La Figura 18, muestra al aislamiento 123 por 
reducir en un 90% la superficie necrosada y en 91% la superficie cubierta por 
picnidios. 
 
 
 
Fig. 17b. Efecto de las cepas de Trichodema sp. sobre el porcentaje de necrosis y de cobertura 
picnidial de la MHT en la 2º hoja de aislamientos de Paraná. 
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Los aislamientos de Trichoderma spp. 160, 162, 165, 168, 170, 172 y 177 
fueron los mejores de la localidad de Lobería. Redujeron significativamente la 
superficie necrosada de la primera hoja (Figura 19). El aislamiento 160 se destaco por 
disminuir en un 90 % dicha superficie. Por otra parte los aislamientos: 160, 162, 165, 
168, 170, 172 y 177 redujeron significativamente la superficie cubierta por picnidios en 
la mencionada hoja. El aislamiento 170 fue el de mayor efecto biocontrolador por 
restringir en un 95% este parámetro de severidad. 
 
Fig. 18. Efecto de las cepas de Trichodema sp. sobre el porcentaje de necrosis y de cobertura 
picnidial de la MHT en la 2º hoja de aislamientos de Manfredi. 
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Los aislamientos 181, 182, 183, 206 y 210 obtenidos de muestras de suelo de 
la localidad de Pergamino presentaron mejor comportamiento como agente 
biocontrolador sobre la segunda hoja por reducir simultáneamente la superficie 
necrosada y la cubierta por picnidios. En la Figura 20, se destaca al aislamiento 206 
por generar una reducción del 50% de la superficie necrosada y los aislamientos 181 y 
182 por reducir en un 80% la superficie cubierta por picnidios 
Fig. 19 Efectos de la cepas de Trichodema sp. sobre el porcentaje de necrosis y de cobertura 
picnidial de la MHT en la 1º hoja de aislamientos de Lobería. 
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Con respecto a la localidad de Santa Fe, los aislamientos de Trichoderma spp. 
211, 215, 217, 218 219, 220, 221, 229 y 236 redujeron significativamente la superficie 
necrosada de la primera hoja, como se observa en la Figura 21. El aislamiento 229 
restringio en más del 70 % dicha superficie. En relación a la superficie cubierta por 
picnidios, para la misma hoja, se determinó que los aislamientos: 211, 215, 217, 218, 
219, 220, 221, 229 y 236 generaron mayor reducción de este parámetro (Figura 21). 
Esta Figura señala al aislamiento 229 como la de mejor efecto biocontrolador, ya que 
redujo este parámetro en un 80%. 
 
Fig. 20. Efecto de las cepas de Trichodema sp. sobre el porcentaje de necrosis y de cobertura 
picnidial de la MHT en la 2º hoja de aislamientos de Pergamino 
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Finalizando para la localidad de Santa Fe, se seleccionaron las cepas 211, 215, 
217, 218, 219, 220, 229 y 236 por reducir ambos parámetros de severidad, 
demostrando una buena capacidad antagónica. 
3.4. Capacidad biocontroladora de los mejores aislamientos de Trichoderma spp. 
A partir de los resultados de los bioensayos para cada una de las localidades, 
se eligieron los aislamientos con mejor aptitud biocontroladora según los criterios de 
selección. Estos forman parte del Banco Micológico de Trichoderma spp. que está a 
disposición en las instalaciones del CIDEFI (Centro de Investigaciones de 
Fitopatología. Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales de La Plata, UNLP).  
 Ochenta y cuantro son los aislamientos con actividad biocontroladora comprobada, 
que integran el Banco. En la Tabla 3 se muestran los mismos y la localidad a la que 
pertenecen. 
 
 
 
Fig. 21. Efecto de las cepas de Trichodema sp sobre el porcentaje de necrosis y de cobertura picnidial de la 
MHT en la 1º hoja de aislamientos de Santa Fe 
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Localidad Nº de identificación de los aislamientos 
Los Hornos 1, 2, 4, 5, 7, 8, 10, 12,13, 14, 15, 18, 24, 26, 29 
Bragado 33, 34, 42, 46, 50, 54, 56, 57, 58, 59, 60 
Bordenave 62, 63, 66, 67, 68, 69, 71, 72, 73, 74, 76, 77, 78, 79, 80, 
 81, 83, 87, 89, 90 
Paraná 92, 93, 95, 97, 98, 102, 103, 107, 108, 113,114, 115,  
117, 119 
Manfredi 123, 129, 131, 140,141 
Lobería 160, 162, 165, 170, 172, 177 
Pergamino 181, 182,183, 206, 210 
Santa Fe 211, 215, 217, 218, 219, 220, 229, 236 
 
 
 
En las Figuras 22 y 23 se graficaron la reducción de los parámetros de 
severidad de la enfermedad, en porcentaje, producido por los mejores aislamientos. 
Estos valores surgen de comparar los porcentajes de la necrosis y de la cobertura 
picnidial obtenidos por cada aislamiento, con los valores de plantas testigos que no 
fueron tratadas con Trichoderma pero sí inoculadas con el patógeno. 
En la Figura 22 se observa que para la reducción de la necrosis en hoja, los 
aislamientos 123 y 160 restringeron la enfermedad en más de un 90 % (comparadas 
con el testigo =100% de enfermedad). Los siguientes aislamientos: 73, 80, 93, 107, 
108, 114, 123, 129, 131, 140, 141, 160, 162, 165, 170, 172, 206 y 215 presentaron una 
reducción mayor del 50 % comparado con el testigo. 
En la Figura 23 y teniendo en cuenta la reducción de la cobertura picnidial se 
dedujo que la reducción de la enfermedad es más uniforme entre todos los 
aislamientos. Los valores de reducción de la enfermedad variaron entre un 45% y un 
80%. Los aislamientos más destacados fueron el 123 y el 170 por reducir más del 
90%, este parámetro. 
Tabla 3. Origen geográfico de los aislamientos con actividad biocontroladora comprobada. 
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Fig. 22 Porcentaje de reducción de la necrosis producido por los aislamientos de mejor comportamiento 
biocontrolador. Obtenido de comparar % de necrosis del tratamiento con el % de testigo inoculado con S.tritici. 
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Fig. 23 Porcentaje de reducción de la cobertura picnidial producido por los aislamientos de mejor 
comportamiento biocontrolador. Obtenido de comparar % de cobertura Picnidial del tratamiento con el % de 
testigo inoculado con S.tritici. 
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4. Discusión 
Tal como se mencionó en la Introducción general, para conservar las cepas de 
Trichoderma spp en el mencionado Banco Micológico, es importante contar una 
técnica que mantenga los rasgos fenotípicos y la capacidad biocontroladora 
inalterados. Según nuestro estudio, tal como lo demostrara Stocco et al. (2010), la 
técnica de papel de filtro mantuvo viable los aislamientos de T. harzianun durante 17 
meses sin alterar su morfología, al compararlos con las técnicas de conservación con 
agua destilada, glicerol y silica gel. Sin embargo, López Lastra et al. (2002), 
recomendaron la técnicas de preservación con agua desionizada, glicerol y 
conservado a -80ºC como los métodos más simples y menos costosos que mantenían 
con vida a los hongos. El éxito de la conservación en papel de filtro está determinado 
por la capacidad de Trichoderma de producir enzimas celulolíticas que le permite 
colonizar rápidamente dicho sustrato. Además este hongo genera clamidosporas, que 
superan las condiciones adversas. Por otra parte, esta técnica de conservación fue 
utilizada con éxito para mantener cultivos de Magnaporthe grisea, agente causal del 
“quemado del arroz” o “tizón del arroz”, durante el estudio de poblaciones en Argentina 
(Consolo et al., 2005). Latterell (1985) logró a través de la técnica de papel de filtro, 
mantener la estabilidad de las razas de Pyricularia durante su almacenamiento a largo 
plazo. Los mismos resultados los obtuvieron Leung et al. (1988) sobre cultivos 
almacenados de M. grisea, obtenidas a partir de ascosporas. Asimismo, la técnica del 
papel de filtro posee las ventajas de ser rápida, sencilla y ocupar menos espacio 
durante el periodo de almacenaje. 
A nivel nacional o internacional no existen antecedentes similares sobre el 
comportamiento de poblaciones de Trichoderma en ensayos conducidos en plántulas 
de trigo para evaluar actividad biocontroladora. En este estudio, se ensayaron 240 
cepas de Trichoderma obtenidas de muestras de suelo de diferentes localidades de la 
región triguera argentina. La vasta extensión de esta región integra una gran amplitud 
de regímenes térmicos, hídrico y una gran diversidad de suelos. Dal Bello et al. (2011), 
para lograr la supresión de Botrytis cinérea in vitro, ensayaron 300 cepas de diferentes 
especies de antagonistas, obtenidas a partir de hojas, frutos y flores de plantas de la 
familia Solanaceas. Ambos estudios destacan la importancia de utilizar antagonistas 
microbianos nativos, para el control de hongos a campo o en invernáculo. Sutton 
(1995), al igual que otros autores como Mónaco (2002), Dal Bello (1997), señalaron la 
importancia de la adaptación ecológica de los microorganismos utilizados como 
antagonistas en los cultivos. Consolo et al. (2012) estudiaron 33 cepas de Trichoderma 
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spp. aisladas de suelo de diferentes agroecosistemas (Cultivos de soja, arroz y maíz) 
de Buenos Aires, sin embargo, solo analizaron el comportamiento in vitro de las cepas 
sobre diferentes patógenos. Cordo et al. (2007) determinaron que la técnica de 
aplicación de los antagonistas más eficiente para controlar a S. tritici es el peleteado 
de la semilla. Al igual que en este estudio, la capacidad antagónica fue realizadas en 
bioensayos en plántulas, sin embargo los aislamientos de Trichoderma spp. fueron 
obtenidos de diferentes cultivos (alfalfa, clavel y trigo) o seleccionados por sus 
antecedentes como hiperparásitos de Sclerotium rolfsii. 
Se ha demostrado que Trichoderma tienen la capacidad de inducir la 
resistencia frente a una amplia gama de enfermedades, causadas por diversas clases 
de patógenos (hongos, bacterias y virus). La resistencia sistémica queda demostrada 
porque el control de la enfermedad se produce en un sitio que está lejos de la 
ubicación del antagonista (Harman et al., 2004). En este principio se basa el uso de 
semillas de trigo cubiertas con los organismos antagonistas, como la técnica adoptada 
en nuestros ensayos (Cordo et al., 2007; Perelló et al., 2009; Perelló &Dal Bello, 2011; 
Stocco et al., 2009; 2011, 2012). Trichodema spp. se asocia a las plantas 
estableciendo colonizaciones robustas y de larga duración en las superficies 
radiculares, penetrando en la epidermis y hasta unas pocas células por debajo de este 
nivel, por lo tanto son considerados simbiontes avirulentos de plantas (Harman et al., 
2004).  
La primera publicación del mecanismo de resistencia inducida fue por 
Bigirimana et al. en 1997. Estos autores demostraron que el tratamiento del suelo, con 
cepa de T. harzianum (T-39) en el cultivos de porotos, le suministró resistencia a las 
enfermedades que son causadas por los agentes patógenos aéreos como B. cinerea y 
Colletotrichum lindemuthianum, a pesar de que T-39 estaba sólo presente en las 
raíces y no en el follaje Existen evidencias de resistencia sistémica inducida por 
diferentes cepas de Trichoderma en distintos cultivos. En cultivos industriales como el 
algodón, con la aplicación T. virens (cepas G-6, G-6-5 y G11) se redujo un 78% la 
enfermedad causada por Rhizoctonia solani (Howell et al., 2000). En cultivos 
hortícolas, se ha utilizado con buenos resultados, cepas de T. harzianum (T-39 y T-22) 
en plantas de porotos frente a Colletotrichum lindemuthianum, Botrytis cinerea y 
Xanthomonas campestres pv phaseoli (Bigirimana et al., 1997; Lorito datos no 
publicados); en plantas de pepino tratadas con las cepas T. asperellum (T-203), T. 
harzianum (T-22) y Trichoderma GT3-2 se redujeron las enfermedades generadas por 
Pseudomona syringae pv. lachrymans (Yedidia et al., 2003), el Green motle mosaic 
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virus (CGMMV) (Lo et al., 2000) y P. syringae pv. lachrymans y C. orbiculare (Koike et 
al., 2001) respectivamente. En cereales como el maíz se ha observado que la cepa de 
T. harzianum (T-22) redujo en un 44% la enfermedad generada por Colletotrichum 
graminicola (Harman et al., 2004a). En estudios recientes en el cultivo de trigo, Stocco 
et al. (2009) observaron que cepas de Trichoderma 2 y 8 aisladas de Los Hornos 
(incluidas en los ensayos experimentales de esta Tesis) disminuían la superficie 
cubierta con picnidios entre 78% y 65% respectivamente. Además, estas cepas 
presentaron una alta actividad proteolítica, que vario entre 150 y 80 % 
respectivamente. Esto se relaciona con un aumento en la resistencia sistémica 
inducida en la planta. Resultados similares se obtuvieron con las cepas aisladas de 
Lobería (160) y Manfredi (129 y 141) consideradas también en este estudio. Estas 
cepas redujeron en un 98%, 70% y 71 % respectivamente la superficie necrosada, 
además de disminuir en un 70 %, 65% y 62 % la superficie cubierta por picnidios. Se 
realizaron experimentos bioquímicos para confirmar el efecto de la RSI en las plantas 
tratadas con las cepas antes mencionadas. Tal como lo describiera Segarra et al. 
(2002), fue evidente un aumento de la actividad proteolítica en estas plantas aunque 
con niveles variables según la cepa utilizada (datos no publicados). Además la 
actividad proteolítica se vio sostenida en aquellas plantas tratadas, que fueron 
inoculadas con S. tritici. La serín proteasa, generada por la planta como mecanismo de 
defensa, se considera uno de los tantos metabolitos inducidos por el agente de control 
biológico, como señales bioquímicas (Lorito et al., 2010). Mansilla (2012), demostró 
que a pesar de que IPG (Inhibidor de proteasas tipo germina) es una proteína 
minoritaria en los estadios avanzados de desarrollo del trigo, continúa regulando la 
actividad proteolítica asociada con la resistencia a la MHT generado por T. harzianum, 
sugiriendo un aporte importante para el control biológico de S. tritici a campo. 
La importancia de reducir la cobertura picnidial por la mayoría de las cepas de 
Trichoderma se fundamenta en que también se reducen los niveles de inóculo 
disponibles para una nueva infección. Las epífitias se generan cuando grandes 
cantidades de inóculo de organismos patógenos de crecimiento vigoroso y 
reproducción rápida se ponen en contacto con huéspedes muy sensibles (Stubbs et 
al., 1986). En relación a la MHT, los conidios contenidos en los picnidios de S. tritici 
desde las hojas basales del cultivo, ascienden hacia la parte superior del canopeo por 
acción de la salpicadura de la gota de lluvia (Lovell et al., 1997). Generar una menor 
cantidad de conidios para ser dispersados hará mas lenta la progresión de la 
enfermedad. Resultados recientes con cepas de Trichoderma spp. han confirmado 
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esta afirmación a través de las mediciones ABCDPE (Cordo et al., 2012). Por ello 
ejercer una acción sobre el nivel de inóculo disponible tiene una implicancia 
epidemiológica.  
Los resultados presentados hasta el momento evidencian la importancia de RSI 
actuando en la defensa de la planta contra S. tritici. No obstante numerosos autores 
(Howell, 2003; Benítez et al., 2004; Harman et al., 2004; Lorito 2010; Martínez et al., 
2013) estudiaron diversos mecanismos de acción biológico que actúan en forma 
sinérgica para lograr el control de enfermedades. 
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CAPÍTULO II  
CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE LOS AISLAMIENTOS DE Trichoderma 
harzianum  
1. Introducción 
Las especies del género Trichoderma comprenden un gran número de cepas 
fúngicas de importancia económica, principalmente como agentes de control biológico 
de hongos fitopatógenos (Harman et al., 2004; Howell, 2003). Existen cepas como las 
de Hypocrea jecorina teleomorfo de Trichoderma reesei, que son reconocidas por 
producir enzimas con fines industriales. El genoma de esta especie ha sido 
secuenciado totalmente, por su rol en la producción de enzimas para la industria, a 
principios de 2005 (http://gsphere.lanl.gov/trire1/ trire1.home.html) (Druzhinina et al., 
2006). Otras especies de Trichoderma son reconocidas por producir metabolitos 
secundarios con actividad antibiótica, como por ejemplo la gliotoxina, viridina 
(Sivasithamparam & Ghisalberti, 1998). Otra especie, como Trichoderma 
longibrachiatum se conoce como un patógeno oportunista de los mamíferos 
inmunodeprimidos, incluyendo los seres humanos (Klein & Eveleigh, 1998; Druzhinina 
et al., 2006). Por sus diferentes roles dentro del ecosistema, es muy deseable la 
correcta identificación, a nivel de especie, de cada cepa de Trichoderma. 
Desde hace muchos años, se vienen discutiendo los diferentes caracteres 
morfológicos que son utilizados para caracterizar y diferenciar las especies de 
Trichoderma (Rifai, 1969; Bissett, 1991, 1992; Samuels, 2006). Diversos autores han 
hecho hincapié en las dificultades inherentes a la definición de las especies 
morfológicas de este género. Caracteres útiles para la identificación de otros géneros, 
con frecuencia no son tan útiles en la diferenciación de las especies de este género. 
Por lo general se debe al estrecho rango de variación de la morfología en 
Trichoderma, o porque los términos descriptos para determinar, por ejemplo, el color o 
su patrón de variaciones no son lo suficientemente precisos para definir las diferencias 
entre especies (Gams & Bisset, 1998). Las identificaciones existentes basadas en 
caracteres morfológicos siguen siendo el método principal para las determinaciones y 
la verificación de las especies de este género (Gams & Bisset, 1998).  
Sin embargo, especies comúnmente reportadas han sido evaluadas utilizando 
técnicas moleculares filogenéticas y el análisis de la secuencia de ADN ha revelado la 
existencia de especies morfológicamente similares dentro de las especies 
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filogenéticas. Rifai (1969), en su clasificación reconoció que lo que él definía como una 
especie, a menudo era una amalgama de dos o más especies biológicas. 
Para el caso de T harzianum, se estudiaron una amplia diversidad morfológica 
y geográfica de los aislamientos utilizando cuatro genes y llegaron a la conclusión que 
esta especie común, cosmopolita, es un complejo de especies con distintos linajes 
filogenéticos, geográficamente definidas que carecían de caracteres morfológicos 
diagnósticos (Grondona et al., 1997; Hermosa et al., 2001; Chaverri et al., 2003).  
Por lo tanto Trichoderma harzianum Rifai. es una especie agregada con un 
abanico de cepas que pueden ser usadas como agentes de control biológico de 
hongos patógenos de plantas. Samuels (2006) ha citado a T. harzianum como una 
especie cosmopolita porque se la aisló de cultivos diferentes (cereales, hortícolas, 
cultivos tropicales como el cacao, entre otros), en zonas geográficas distintas y como 
habitante libre del suelo o endófito en las plantas. De ahí la importancia de su masiva 
utilización en el control biológico.  
1.1 Objetivos: 
 Identificar y caracterizar molecularmente los aislamientos seleccionados de T. 
harzianum 
1.2 Identificación específica a través de regiones conservadas del ADN 
Los ribosomas son estructuras celulares compuestas de RNA (rRNA) y 
proteínas ribosómicas. En ellos ocurre la traducción de los RNA mensajeros (mRNA) a 
una cadena polipeptídica (proteína) que es el producto final de la expresión de un gen 
estructural. Las estructuras de los ribosomas, tanto en organismos procariotas como 
eucariotas, es similar pero varia su tamaño, el cual se mide por unidades S (Svedberg) 
de sedimentación de las partículas luego de ser centrifugadas.  
Los Eucariotas poseen ribosomas de 80S formados por una subunidad de 40S 
y otra de 60S. La subunidad de 40S está formada por 33 proteínas y un RNA 
ribosómico de 18S (18S RNA) (Figura 24), esta se denomina subunidad ribosomal 
pequeña (SSU). La subunidad de 60S está integrada por 49 proteínas y 3 tipos de 
moléculas de rRNA que son: 5S, 5.8S y 28S (5S rRNA, 5.8S rRNA y 28S rRNA). Los 
rARN 28S y 5.8S están asociados a la subunidad ribosomal grande (LSU) (Figura 24). 
A diferencia de las bacterias, que la identificación se realiza sobre el gen 16 S rRNA, la 
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identificación taxonómica de los hongos es sobre la base de secuencias de la 
subunidad ribosómica pequeña, el 18S rRNA (Anderson & Cairney, 2004). 
En los hongos filamentosos y levaduras, el rDNA está organizado como 
unidades que se repiten una detrás de la otra, en tándem. Cada unidad incluye tres 
genes de rRNA, el que codifica para el 18S rRNA, el gen para el 5.8S rRNA y el gen 
para el 28S rRNA, como se observa en la Figura 24. 
 
 
 
 
 
En cada unidad, los genes están separados por dos secuencias espaciadoras 
internas que se transcriben junto a los genes de rRNA, denominados ITS1 e ITS2 
(Internal Transcribed Spacer), que no son codificantes. El tamaño de los ITS es de 
entre 200 y 400 pares de base (Figura 24 y 25). Además, estas unidades de rDNA se 
encuentran separada por un espaciador intergénico IGS (Inter Genic Spacer). El gen 
más pequeño, el 5S rRNA puede estar o no incluido en la unidad de rDNA (Figura 24) 
Las zonas no codificantes del rADN nuclear (ITS1, ITS2 e IGS) son las más 
susceptibles de acumular mutaciones y por lo tanto tienen gran interés en el estudio de 
la identificación y tipificación de especies fúngicas (Gardes & Bruns, 1993). Existen 
numerosos trabajos que utilizan los ITS para determinar y tipificar individuos del 
género Trichoderma y así como otros géneros de hongos superiores (Grondona et al., 
1997; Larena et al., 1999; Hagn, 2003)  
Fig.24. Esquema de la codificación a nivel del ADN y molécula del ARN de la subunidad ribosomal 
pequeña y de la subunidad ribosomal grande del ribosoma 
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Los ITS han sido de gran utilidad para la sistemática molecular a nivel de 
especie, e incluso dentro de las especies ya que han servido, por ejemplo, para 
identificar razas geográficas. Debido a su mayor grado de variación que otras regiones 
génicas de rADN, la variación entre los distintos rDNA se repite a veces y se observa 
en ambas regiones ITS e IGS. Además, la mayoría de los laboratorios utilizan las 
regiones ITS1 e ITS4, como primers específicos que permiten la amplificación 
selectiva de secuencias de hongos.  
Sin embargo, en este momento un solo gen no se considera suficiente para 
caracterizar las especies de Trichoderma e Hypocrea y las nuevas especies se 
resuelven utilizando múltiples genes, incluyendo los polipeptidos que codifican 
polipeptidos de la actina, calmodulina, endoquitinasa, y el factor de elongación 
(Samuels, 2006). Cada una de las 83 especies de Trichoderma que se encuentran en 
el GenBank se representan por secuencias de al menos la región ITS del rDNA, y la 
mayoría están representados por secuencias del gen del factor de elongación de 
traducción-proteína-codificación 1-α (tef). Aunque en general la región ITS es 
específica de la especie, las identificaciones basadas en secuencias de ITS se deben 
utilizar con precaución ya que las especies a veces estrechamente relacionadas no se 
pueden distinguir con este gen. Esto es especialmente cierto de la sección 
Trichoderma que incluye T. viride, donde más de una especie pueden compartir la 
misma secuencia de SSU (Samuels, datos no publicados). 
Sin embargo, existen varios estudios donde se desarrollaron cebadores 
específicos de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) para detectar 
Fig. 25 Esquema de las regiones de ITS-1, ITS-2 e ITS-4 del ARN ribosomal. 
Figura 2 
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aislamientos de T. harzianum. Rubio et al. (2005) desarrollaron dos oligonucleotidos 
(Q2413f y Q2413r) para detectar la cepa biocontroladora de T. harzianum 2413 en el 
suelo. El par de cebadores, fue diseñado para el fragmento de 1,5 kb amplificado de T. 
harzianum 2413, generando un marcador SCAR (secuencia caracterizada de la región 
amplificada). El inconveniente de estos cebadores es que sólo es aplicable a la cepa 
T. harzianum 2413 en particular. Miyazaki et al. (2009) estudiaron como detectar 
directamente T. harzianum de cultivos de hongos comestible infectados. Con este fin 
desarrollaron dos cebadores específicos, THITS-R3 yTHITS-F2, para la detección por 
PCR de una amplia gama de cepas T. harzianum sobre la base de la secuencia de la 
región ITS.  
1.3 Variabilidad genética intraespecífica 
Un marcador molecular permita distinguir diferencias, o sea polimorfismos, en 
las secuencias de ADN. Los marcadores moleculares pueden ser: o fenotipos 
moleculares oriundo de un gen expresado (ejemplo isoenzimas) o un segmento 
específico de ADN correspondientes a regiones expresadas o no del genoma. 
Para determinar el polimorfismo entre los individuos, en los últimos años se han 
generado numerosos protocolos basados en la técnica de reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). Muchas de ellos son sencillos y utilizan solo una pequeña cantidad 
de ADN. Tres son las más ampliamente utilizadas, estos son RAPDs (Ramdom 
Amplified Polymorphic DNA) SSRs o microsatélite (Simple Sequence Repeats) y 
AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphic) (Bornet & Branchard, 2001). Los 
marcadores RAPDs son muy rápidos y fáciles de desarrollar pero muy difícil de 
reproducir ya que esta técnica es muy sensible a las alteraciones de protocolo (Bornet 
& Branchard, 2001). El protocolo con AFLP es de mediana reproducibilidad, pero 
requiere una labor operacional intensiva y el desarrollo es de un costo medio. La 
técnica con microsatélite es específica y revela un alto polimorfismo, aunque requiere 
el conocimiento de las secuencias genómicas para diseñar los cebadores específicos. 
De esta forma esta técnica se limita a especies que tienen las secuencias de ADN 
disponibles. 
La selección de la técnica de marcadores moleculares depende de que sea 
reproducible y de su simplicidad. En 1994 se generó una nueva técnica llamada ISSR 
(Inter simple sequence repeat). Los ISSRs son marcadores semiarbitrarios, 
amplificados por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a partir de la presencia 
Stocco, M.C. 2014                                                                                                                                  85 
 
de un primer de alrededor de 15 bases complementarias a un microsatélite. Diseñados 
para unirse a las repeticiones en tándem de di y trinucleótidos (Bornet & Branchard, 
2001). Los ISSRs permiten obtener los niveles de variación en las regiones 
microsatélite que se encuentran dispersas en varios genomas, particularmente el 
nuclear. Cada banda obtenida corresponde a secuencias de ADN delimitadas por 2 
microsatélites invertidos. Presentan las ventajas de los marcadores RAPDs ya que son 
fáciles de utilizar y rápidos. Y además tienen la ventaja, de poseer una alta 
reproducibilidad, esto nos permite que los resultados obtenidos en distintos 
laboratorios sean comparables. 
La técnica ISSR se utiliza para estudios de diversidad genética, estudios 
taxonómicos (relaciones fenéticas), elaboración de mapas genéticos y mapeo de 
genes (Dinolfo et al., 2010; Kumar & Sharma, 2011; Consolo et al., 2012; Simón et al., 
2012) 
2. Materiales y métodos. 
2.1 Acondicionamiento del micelio 
Cada aislamiento de Trichoderma se sembró sobre APG al 2% en cajas de 
Petri para ser recuperada del papel de filtro, forma en que se encuentran conservadas. 
Se tomó un trozo de 1 cm x 1 cm del micelio crecido sobre el medio y se lo colocó en 
medio líquido, extracto de papa glucosado con antibiótico (cloranfenicol 500 mg/L). 
Cada cepa fue incubada a temperatura ambiente en agitación continua (150 rpm) 
durante 5 días. 
Para cosechar el micelio, se centrifugó durante 20 minutos a 3500 rpm, a una 
temperatura de 4 ºC, dos veces consecutivas. La primera vez con el medio líquido en 
el cual creció el hongo y la segunda con agua destilada estéril. Una vez eliminado el 
sobrenadante, se filtró el micelio sobre papel de filtro, colocándolo por último en 
eppendorf para luego ser liofilizado.  
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2.2 Extracción de ADN 
Para la extracción de ADN se utilizó 100 mg de micelio del hongo en estudio. 
Se realizó siguiendo una versión modificada del método (Murray & Thompson 1980) 
que utiliza bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB). En total, se añadieron 750 µl de 
buffer de extracción (100 mM Tris-HCl, pH 8, 100 mM de EDTA, 250 mM de NaCl, y 
2% CTAB) y 15 µl de 2-mercaptoetanol al micelio liofilizado y se incubaron a 65 ºC 
durante 30 minutos. Las proteínas celulares fueron precipitadas con 300 µl de 3 M de 
Acetato de potasio (pH 4,8). Después de la centrifugación a máxima velocidad en una 
microcentrífuga (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Alemania), el sobrenadante 
se transfirió a un nuevo tubo y se extrajo con 500 µl de fenol: cloroformo: alcohol 
isoamílico (25:24:1) y cloroformo: alcohol isoamílico (24:1) hasta que la interface se 
volvió transparente. Los ácidos nucleícos se precipitaron mediante la adición de 750 µl 
de isopropanol frío seguido de incubación a 4 ºC durante 30 min. Después de 
centrifugación a 17.500 g durante 5 min, el sedimento se lavó dos veces con 500 µl de 
etanol al 70% y se secó al aire. Luego se suspendió con 100 µl de buffer Tris-EDTA 
(Tris-HCl 10 mM, pH 8 y 1 mM de EDTA).  
Se cuantificó la concentración de ADN de cada una de las muestras en un 
espectrofotómetro, midiendo la absorvancia a 260 nm y se ajustó a una concentración 
apropiada para ser utilizada. La calidad del ADN se determinó mediante electroforesis 
en gel de agarosa al 0,9%.  
2.3 Amplificación por PCR para la identificación especifica de T. harzianum a 
través de regiones conservadas  
Para la identificación de los aislamientos de Trichoderma se utilizó la técnica de 
PCR. En una primera etapa se amplificaron los ADN de cada una de las cepas 
utilizando los cebadores directo THITS-F2 (CGGGTTTTTTATAATCTGAGCC) y 
reverso THITS-R3 (CATTCAGAAGTTGGGTG) descriptos por Miyazaki et al. (2009), 
los cuales permiten identificar específicamente a T. harzianum. Se realizó un doble 
chequeo de aquellas cepas que presentaron amplificaciones dudosas. 
En una segunda etapa se realizó la amplificación de fragmentos de la región 
(ITS) del ADN ribosomal de cada Trichoderma, cuya reacción dio positiva para T. 
harzianum, utilizando los primers ITS1 (5`-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3`) e ITS4 
(5`-TCCTCCGCTT ATTGATATGC- 3`) descriptos por White et al. (1990). Cada 
fragmento amplificado incluyó las regiones ITS1 e ITS2 e incluyó también el gen 5.8 S 
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del ADNr. En ambos casos se utilizó un control negativo, mezcla de reacción sin ADN 
y como control positivo una cepa de T. harzianum previamente caracterizada (Consolo 
et al., 2012). 
Las reacciones de PCR en ambos casos se llevaron a cabo en una mezcla de 
reacción conteniendo 10 ng de ADN genómico, 20 mM Tris-HCl (pH 8,4), KCl 50 mM, 
1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada uno de los cuatro dNTPs, 0,5 mM de cada cebador 
y 1 unidad de Taq polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) como describe 
Consolo et al. (2012).  
Las condiciones de amplificación para las reacciones de la primera etapa 
consistieron en un ciclo inicial de 95°C durante 1 min, seguido por 30 ciclos que 
consistieron en una desnaturalización a 95°C durante 30 segundos, una temperatura 
de annealing a 63°C durante 90s y una extensión a 72°C por 2 min. Por último una 
extensión final a 72°C durante 10 min. Para la segunda etapa las condiciones de 
amplificación consistieron en un ciclo inicial de desnaturalización a 94ºC durante 2.5 
minutos, seguido de 30 ciclos, que incluyeron: 15 segundos a 94ºC, 1 minuto a 48 ºC y 
finalmente 1 minuto a 72ºC. La amplificación se completó con una extensión final a 
72°C durante 10 minutos. Los productos de PCR fueron separados por electroforesis 
en un gel que contiene 1 % de agarosa. Los geles se corrieron por 1 hora a 120 V, se 
tiñeron con bromuro de etidio y se fotografiaron con un sistema de Fotodyne (Hartland, 
WI, EE.UU.). 
2.4 Secuenciación de fragamentos amplificados de ADN de los aislamientos con 
mejor comportamiento antagonico y análisis de datos. 
Los productos de amplificación de PCR de las 37 cepas con mejor 
comportamiento biocontrolador se purificaron utilizando el kit Pure Link PCR Product 
(Invitrogen) y se secuenciaron por Macrogen (Corea) usando el cebador ITS4. Cada 
secuencia se introdujo en el Genbank y se compararon con otras secuencias 
depositadas (búsqueda BLAST) (Altschul et al., 1997). Todas las secuencias obtenidas 
en este estudio serán depositadas en el Laboratorio Europeo de Biología Molecular 
(EMBL) con su correspondiente número de acceso. 
2.5 La variabilidad genética de los aislamientos de Trichoderma harzianum. 
Se determinó la variabilidad genética de 37 cepas de Trichoderma harzianum 
con excelente capacidad biocontroladora. Para esto se utilizaron seis oligonucleótidos 
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ISSR (Stenglein & Balatti, 2006; Moreno et al., 2008; Consolo et al., 2012) CT(AC)8 -
(KA5); (AG)8TA –(AA3); ACA(CAA)5 (IA5); (GA)8ACC (FA3); (CAA)5ACG (DA3) y 
TCA(GT)8 (GA5) que se pusieron a prueba para analizar la diversidad genética entre 
los aislados de Trichoderma. La amplificación de los loci ISSR se llevó a cabo 
separadamente con cada uno de los oligonucleótidos en un termociclador Eppendorf 
Mastercycler Gradient en volumen final 25 µL, conteniendo 10 ng de ADN genómico, 
20 mM de Tris-HCl (pH 8,4), 50 mM de KCl, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada uno 
de los cuatro dNTPs, 2,5 mM de cada oligonucleótido, y 1 unidad de Taq polimerasa 
(Promega). 
Las condiciones de ciclado fueron una desnaturalización inicial a 94ºC durante 
7 min, seguido de 33 ciclos a 94ºC para 60 s, 75 s de 48ºC y 72ºC durante 4 min. Una 
extensión final de 72ºC durante 7 minutos. Los productos de PCR se separaron por 
electroforesis en un gel de Agarosa al 1,5% (Invitrogen Carlsbad, CA, EE.UU.), en 
tampón TAE (40 mM de Tris-HCl, pH 8, y 1 mM EDTA). Los geles se corrieron durante 
4 horas a 100 V, se tiñeron con bromuro de etidio y se fotografiaron con equipo de foto 
documentación (Hartland, WI, EE.UU.) (Consolo et al., 2012). 
2.5.1 Análisis de los datos 
2.5.1.1 Análisis de datos genéticos 
El análisis de los datos obtenidos a partir de los marcadores moleculares ISSR 
se realizó mediante los programas Phoretix 1D (Totallab), Excel 8.0, NTsys (Rohlf, 
1998), Bootstrap (Yap & Nelson, 1996). 
2.5.1.2 Generación de la matriz básica de datos 
La matriz binaria básica de datos fue construida en forma de tabla con el 
programa EXCEL 8.0. Las columnas correspondieron a las Unidades Taxonómicas 
Operacionales (OTUs, del inglés Operacional Taxonomic Units) correspondientes a los 
aislamientos de T. harzianum analizados, y las filas correspondieron a las variables 
(bandas de marcadores). 
Los geles se leyeron con el programa Phoretix 1D. Los datos se convirtieron a 
variables binarias de la siguiente manera: Cada producto de amplificación observado y 
reproducible para cada marcador analizado, con una movilidad electroforética 
determinada y correspondiente a una banda en el gel, se le asignó el valor de 1 si 
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estaba presente en cada aislamiento y a la ausencia el valor 0. Cada banda fue 
considerada reproducible cuando habiendo realizado dos extracciones independientes 
de ADN amplificaron claramente el mismo fragmento para cada aislamiento estudiado.  
2.5.1.3 Relación genética entre los aislamientos: Obtención de la matriz de 
similitud y generación del dendrograma 
Para determinar la relación genética entre aislamientos se compararon de a 
pares los perfiles de bandas generados para cada aislamiento por cada marcador 
ISSR estudiado. Se construyó una matriz de similitud que combinó todos los 
polimorfismos detectados entre los aislamientos, utilizando el coeficiente de DICE 
(Sneath & Sokal, 1973) el cual se calcula mediante la fórmula  
Sxy = 2Nxy/ (Nx+Ny), donde Nx y Ny son los números de fragmentos en los 
aislamientos x e y, respectivamente y Nxy es el número de fragmentos compartidos 
por x e y. Este coeficiente permite comparar pares de aislamientos de acuerdo con las 
bandas compartidas, excluyendo la ausencia de bandas simultáneas. Se realiza por lo 
tanto una doble ponderación de las bandas que coinciden, diferenciando mejor 
individuos con baja similitud. A partir de los datos generados se construyó un 
dendrograma por el método de agrupamiento UPGMA (agrupamiento promedio no 
ponderado de las medias aritméticas) (Sneath & Sokal, 1973) que define la distancia 
entre dos grupos o conglomerados como el promedio de todas las distancias de a 
pares entre elementos de un grupo y elementos del otro grupo y que permite visualizar 
la relación en grados de similitud entre los aislamientos analizados.  
Todos estos análisis se realizaron utilizando el software estadístico NTSYS 2,1 
(Rohlf, 1998) 
2.5.1.4 Generación de la matriz cofenética 
Dado que las técnicas que se utilizan para la construcción de los dendrogramas 
no reflejan en forma exacta la información de la matriz de similitud, (ya que pueden 
producirse distorsiones de las relaciones de las mismas al realizar una representación 
bidimensional), el coeficiente de correlación cofenético, mide la correlación entre las 
interdistancias en el dendrograma y las interdistancias en la matriz de distancia sobre 
la que se aplicó el procedimiento. Para tener una medida de la distorsión producida en 
el dendrograma, se construyó a partir de la información del dendograma la matriz 
cofenética y se correlacionó con la matriz de similitud original, utilizando el test de 
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correspondencia de matrices de Mantel (Sokal & Rohlf, 1995) mediante el uso del 
programa NTSYS 2.1. Por lo tanto la fiabilidad del dendrograma fue establecida 
mediante el cálculo del coeficiente de correlación cofenética (CCR) y realizando 1000 
permutaciones aleatorias.  
2.5.1.5 Medida de confianza por re-muestreo o Bootstrapping 
Bootstrap (Efron, 1979) es un método numérico de re-muestro que en estudios 
de variabilidad genética, este procedimiento proporciona una estimación empírica de 
parámetros genéticos y de los errores estándares necesarios para construir un 
intervalo de confianza. Este análisis crea una matriz de datos cuyas columnas se van 
cambiado de forma aleatoria, e incluso se repiten en una misma matriz, y de cada una 
de las matrices resultantes crea un dendrograma, contando al final en cuantos de ellos 
aparece el clado a estudiar. Este proceso se repite varias veces y finalmente se indica 
el porcentaje de veces en que cada nodo del árbol se presentó en las matrices 
remuestreadas. Por último todos estos árboles se representan en uno, consenso 
donde aparecen los porcentajes de la proporción de cada réplica. Para determinar los 
valores de bootstrap, los cuales representan la fiabilidad y robustez del dendrograma 
generado, se utilizó el programa Winboot calculando1000 repeticiones (Yap & Nelson, 
1996).  
2.5.1.6 Análisis de la variabilidad genética 
Para estimar la diversidad genética de la entre los aislamientos de T. 
harzianum en estudio y considerando que los marcadores ISSR son marcadores 
dominates, se determinaron los siguientes parámetros: 
-el número de loci polimórficos (np),   
-el número de loci no polimórficos (nnp). 
-el número total de loci (n = np+ nnp),  
-el porcentaje de polimorfismo/ oligonucleótido (%P= np/total de loci) 
Se calculó la diversidad génica determinando el valor de PIC (contenido de 
información polimórfica) para cada locus, de acuerdo a la fórmula 1-p2-q2 donde p y q 
representan las frecuencias alélicas siendo “p” la frecuencia de la presencia del 
Stocco, M.C. 2014                                                                                                                                  91 
 
marcador (alelo 1) y “q” es la frecuencia de la ausencia del marcador (alelo 2) (Ghislain 
et al., 1999; Powell et al., 1996) 
Se calculó diversidad génica promedio (Hi) o valor PIC promedio de acuerdo a 
la fórmula 1-p2-q2/nº total de loci.  
3. Resultados 
3.1 Amplificación por PCR para la identificación especifica de T. harzianum a 
través de regiones conservadas  
Se analizaron las 84 cepas que redujeron significativamente la severidad de la 
enfermedad causada por S. tritici. La identificación basada en secuencias de ITS 
demostraron que el 75 % de las cepas analizada son T. harzianum (Figura 26).  
 
  C+       145          95        78        73       215      135        220      130         94      169        136         137    127     
 
 
Para realizar las pruebas de variabilidad genética y los ensayos enzimáticos y 
morfológicos, se seleccionaron 37 cepas que presentaron una reducción del 50 % o 
mayor del área necrosada y/o cobertura picnidial. Además estas cepas fueron 
identificadas molecularmente como T. harzianum con el uso de los primers ITS y 
confirmada su identidad por la base de datos de Genbank (Tabla 4). 
 
Fig 26 Productos de amplificación obtenidos de 14 aislamientos de Trichoderma utilizando los 
oligonucleotidos directo THITS-F2 (CGGGTTTTTTATAATCTGAGCC) y reverso THITS-R3 
(CATTCAGAAGTTGGGTG) que confirman la identificación de T. harzianum. 
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Aislamientos Origen Año Nro de 
ingreso EMBL  
Aislamientos Origen Año Nro de 
ingreso EMBL 
  
1 Los 
Hornos 
2008 HG940466 123 Manfredi 2010 HG940485  
2 Los 
Hornos 
2008 HG940467 129 Manfredi 2010 HG940486  
5 Los 
Hornos 
2008 HG940468 131 Manfredi 2010 HG940487  
8 Los 
Hornos 
2008 HG940469 140 Manfredi 2010 HG940488  
10 Los 
Hornos 
2008 HG940470 141 Manfredi 2010 HG940489  
12 Los 
Hornos 
2008 HG940471 160 Lobería 2010 HG940490  
26 Los 
Hornos 
2008 HG940472 162 Lobería 2010 HG940491  
54 Bragado 2008 HG940473 165 Lobería 2010 HG940492  
69 Bordenave 2009 HG940474 170 Lobería 2010 HG940493  
73 Bordenave 2009 HG940475 172 Lobería 2010 HG940494  
77 Bordenave 2009 HG940476 177 Lobería 2010 HG940495  
80 Bordenave 2009 HG940477 181 Pergamino 2011 HG940496  
83 Bordenave 2009 HG940478 182 Pergamino 2011 HG940497  
92 Paraná 2009 HG940479 183 Pergamino 2011 HG940498  
93 Paraná 2009 HG940480 206 Pergamino 2011 HG940499  
97 Paraná 2009 HG940481 210 Santa Fe 2011 HG940500  
107 Paraná 2009 HG940482 215 Santa Fe 2011 HG940501  
108 Paraná 2009 HG940483 229 Santa Fe 2011 HG940502  
114 Paraná 2009 HG940484      
 
 
3.2 Análisis de la variabilidad genética de los aislamientos de Trichoderma 
Las 37 cepas se amplificaron con 6 marcadores ISSR, seleccionados según los 
resultados obtenidos por Consolo et al. (2012). En todas las corridas analizadas se 
determinaron productos de amplificación con una longitud de fragmentos que variaron 
desde 200 pb hasta 3000 pb, con un promedio de 16 bandas polimórficas para cada 
marcador. Mediante la amplificación de ADN y utilizando los 6 cebadores descriptos se 
Tabla 4. Identificación de las 37 cepas de T. harzianum seleccionadas por su capacidad 
biocontroladora.  
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obtuvó un total 132 bandas de las cuales el 79,5% fueron polimórficas. Las demás 
bandas consideradas no informativas o monomórficas fueron descartadas del análisis. 
La información obtenida para cada oligonucleótido se muestra en la Tabla 5.  
 
 
 
 
Los valores PIC promedio fluctuaron entre 0,153 y los 0,342, con un promedio 
global de 0,32 lo cual indica una variabilidad genética media, teniendo en 
consideración que el valor máximo que podría adquirir este índice es de 0,5 para 
marcadores de tipo dominante como los utilizados en este estudio. 
Oligonucleotido Nº de loci 
totales 
Nº de loci 
polimórficos 
Nº de loci 
monomórficos 
PIC promedio 
TCA(GT)8 
(GA5) 
24 20 4 0,248 
CT(AC)8 
(KA5)   
30 25 5 0,318 
(AG)8TA 
(AA3) 
25 20 5 0,289 
ACA(CAA)5 
(IA5) 
19 14 5 0,243 
(GA)8ACC 
(FA3) 
22 20 2 0,342 
(CAA)5ACG  
(DA3) 
12 7 5 0,153 
Tabla 5. Información generada a partir del análisis de bandas de los 37 aislamientos de T harziaunum 
para cada oligonucleótido ISSR  
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Un ejemplo de las reacciones de amplificación se observa con los oligonucleótidos 
CT(AC)8 -(KA5) y TCA(GT)8 (GA5) (Figura 27 a y b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
El análisis de agrupamiento para los ISSR estudiados permitió identificar 19 
haplotipos de T. harzianum entre los 37 aislamientos analizados lo cual representa que 
un 51 % de los aislamientos presentaron un patrón único de bandas (Figura 27). Los 
aislamientos fueron agrupados en 3 grandes grupos con una similitud entre los grupos 
del 50% de los cuales el grupo I incluyó 15 aislamientos (2, 10, 26, 69, 73, 80, 83, 92, 
Fig. 27 a y b. Patrones de amplificación de 19 aislamientos de T. harzianum con los oligonucleotidos  
TCA(GT)8 (a) y CT(AC)8 (b) M: marcador de peso molecular a) ADN del fago Lambda digerido con la 
enzima Pst I, b)L1 kpb Plus. (BM)Banda Monomórfica. (BP) Bandas Polimórficas. 
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93, 97, 107, 108, 114, 123, 129 y 140) el grupo II 14 aislamientos (1, 5, 8, 12, 54, 131, 
141, 160, 162, 165, 170, 172 y 177) y el grupo III a los aislamientos (77, 181, 182, 183, 
206, 215 y 229). El coeficiente de correlación cofenética calculado fue de 0.952 y los 
valores de bootstraping mayores al 90 % indicando que el dendrograma generado es 
una buena representación de la relación genética entre los aislamientos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 28  Dendrograma representando los aislamientos de T. harzianum basado en el análisis 
ISSR. Las distancias genéticas fueron obtenidas por UPGMA a partir de los patrones de bandas 
amplificados con los 6 oligonucleótidos ISSR. Valor de escala de 1.0 indica 100% de similitud 
geneticas. 
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4. Discusión 
La principal ventaja en el uso de PCR para la identificación de microorganismos 
del suelo como Trichoderma es la velocidad con la que se puede obtener información 
sobre grandes cantidades de aislamientos. Cumagun et al. 2000 estudió que la técnica 
de UP-PCR combinada con el análisis rDNA, ITS1 e ITS2, es un complemento ideal 
del análisis morfológico, ya que es útil para determinar la taxonomía de Trichoderma. 
Los estudios morfológicos por sí solos pueden ser propensos a errores en las 
identificaciones de este género (Kuhls et al., 1995). 
Los resultados obtenidos en este estudio de identificación, basada en 
secuencias de ITS, nos muestran que 64 cepas de las 84 mejores biocontroladoras 
pertenecen a la especie T. harzianum. Resultados similares fueron encontrados en 
China por Zhang et al. (2005), en Rusia por Kullnig et al. (2000), en el sudeste de Asia 
por Kubicek et al. (2003), en Europa Central por Wuczkowski et al. (2003), en Egipto 
por Gherbawy et al. (2004) y en América del Sur por Druzhinina et al. (2005). Samuels 
(2006) determinó que algunas especies de Trichoderma poseen una extensa 
distribución geográfica, mientras que otras especies están limitadas a una región en 
particular. T. aureoviride se encuentra limitada al área del Reino Unido y el norte de 
Europa (Lieckfeldt et al., 2001). En cambio, T. harzianum (Chaverri et al., 2003) y T. 
asperellum (Samuels, observación personal) son especies verdaderamente 
cosmopolitas. T. harzianum e H. lixii son especies conocidas en todos los continentes, 
con excepción de la Antártida. T. harzianum y su teleomorfo fueron encontrados en 
regiones templadas, como EE.UU., Europa Occidental, Reino Unido, Japón; en áreas 
tropicales y sub-tropicales como México, Tailandia, Indonesia, Camerún, Guayana 
Francesa y Colombia. También fue encontrada en Tierra del Fuego por Paredes et al. 
(2013) asociada a especies vegetales dominante de la región Moat. 
Además, estudios moleculares sobre las regiones del ITS realizados por Kullnig 
et al. (2002), demostraron que las especies de T. harzianun son las que presentan 
más variabilidad genética dentro del género. En el presente trabajo se parte de cepas 
que previamente fueron seleccionadas por su buena capacidad biocontroladora frente 
a S tritici. Estudios similares, utilizando cepas seleccionadas debido a su actividad 
como micoparasitos in vitro, fueron realizados por Hermosa et al. (2004) con 69 cepas, 
procedentes de 16 países diferentes. Esta pre-selección de las cepas del presente 
estudio podría disminuir la variabilidad innata de las cepas encontradas. No obstante, 
existe una variabilidad genética intra específica entre las cepas de T. hazianum 
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provenientes de las diferentes áreas de la región triguera. El origen de esta variación 
podría relacionarse con que Trichoderma es un hongo diploide y heterotálico (Seidl et 
al., 2009). Cepas diferentes tienden a recombinarse y evolucionar rápidamente en 
función de las frecuencias del tipo de apareamiento. Además, otros mecanismos, tales 
como mutaciones, la recombinación parasexual y la migración podrían explicar la 
diversidad genética observada en este estudio (Chaverri et al., 2003; Sharma et al., 
2009; Harman, 2014). 
Los tres grupos de similitud obtenidos en este estudio compartieron cepas de 
diferente origen geográfico, aisladas en diferentes años y con distinto nivel de 
antagonismos. Coincidiendo con Sharma et al. (2009) en el presente trabajo, tampoco 
se vio relación entre el polimorfismo, la agresividad y el origen de las cepas. A 
diferencia de este estudio, Kumar & Sharma (2011), utilizando distintos tipos de 
marcadores moleculares (ISSR y RAPD) y morfológicos relacionaron la variación entre 
las cepas de T. harzianum y sus diferente comportamientos antagónicos. Consolo et 
al. (2012) observaron una correspondencia parcial entre los patrones de polimorfismo 
y la agresividad de los aislamientos. Contrariamente a nuestros resultados, 
Muthumeenakshi et al. (1994), con la técnicas de RFLP, RAPD y el análisis de la 
secuenciación del espaciador interno transcrito (ITS), lograron asociar el polimorfismo 
de las cepas de T. harzianum con su agresividad en el cultivo de champiñón, 
agrupándolas todas en un cluster. La ambigüedad que se revela en todos estos 
resultados, estaría sugiriendo que los aislamientos han desarrollado sus diferencias a 
través de la selección establecida por determinadas condiciones ambientales o 
ecológicas (Sharma et al., 2009). 
Por otra parte, en este estudio, se observaron que todas las cepas 
pertenecientes a la localidad de Lobería se agruparon en el cluster II y aquellas que 
fueron aisladas de la localidad de Paraná se ubicaron en el cluster I, lo que podría 
determinar una relación parcial por su origen. Pero para comprobar esta relación 
habría que ampliar el número de cepas de cada localidad, dado que para alguna de 
las zonas evaluadas solo poseían un representante. 
Es difícil predecir el comportamiento de un agente biocontrolador en un 
patosistema natural. La correcta selección del antagonista, se inicia con la 
identificación exacta de las cepas a nivel de especie. Este es el primer paso en la 
utilización de todo el potencial de estos hongos en aplicaciones sobre un cultivo 
destinadas para el control de una enfermedad (Lieckfeldt et al., 1999). Por lo tanto es 
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de gran importancia conocer el patrón genético de todas las cepas. Esto permitirá 
realizar un monitoreo del microorganismo durante todo el proceso de formulación e 
incluso un seguimiento del patrón genético a campo para asegurar su identidad.  
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CAPÍTULO III 
CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA DE LOS AISLAMIENTOS DE T. harzianum 
1. Introducción 
Trichoderma harzianum Rifai (1969) pertenece al género Trichoderma, Sección 
Pachybasium determinada por Bisset (1991a). Esta sección se caracteriza por tener 
conidióforos y fiálides bien amplios y turgentes que dan una apariencia robusta y 
rígida. 
T. harzianum como la mayoría de las especies de Trichoderma, se desarrollan 
rápidamente sobre sustratos muy diversos y emiten grandes cantidades de conidios 
verdes formados a partir de una célula conidiógena, enteroblástica fialídica. Los 
conidióforos son muy ramificados (asemejándose a arbustos con forma piramidal), 
están tabicados y sus células contienen más de un núcleo. Son macronematosos o 
sea de gran tamaños y bien diferenciados de las células conidiógenas (Figuras 29 y 
30). Generalmente, los conidiósforos están ramificados de a pares. Las ramificaciones 
pueden medir hasta 150 µm de largo. Las ramas más largas están más próximas a la 
base y al eje principal. Las ramificaciones basales se insertan con un ángulo de 90º y 
en las superiores, el ángulo de inserción es menor a 90º (Samuels et al., 2013). 
 
 
 
 
Fig.29 Observación microscópica de 
fiálides  y conidios de T. harzianum 
(aumento 100 X) (       :8mm=5µm). 
Detalles de los conidios (CO) y de las 
fiálides (F). 
 
Fig. 30 Observación microscópica de fiálides y 
conidios de T. harzianum (aumento 100 X) (        : 
8mm=5µm). Detalles de los conidios (CO) y de las 
fiálides (F). 
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Las células conidiógenas se denominan fiálides. Poseen “forma de botella”, son 
angostas en la base, luego se ensanchan y terminan en un cuello largo y estrecho 
(Figuras 29 y 30). Las fiálides tienen un tamaño promedio de entre 6,5-6,7 µm. La 
relación largo ancho es 2,1-2,2. Pueden estar agrupadas o solitarias. En el caso de 
estar agrupadas se insertan en verticilos de 2 a 4 fiálides y se mantienen a 90° con 
respecto a las hifas que las sostienen. Los conidios se generan de manera basípeta a 
partir de un extremo abierto de la fiálide. Estos conidios son globosos a subglobosos u 
ovoides, con la pared normalmente lisa y con un solo núcleo. Su tamaño varía entre 
1,7-3,2 x 1,3-2,5 µm, siendo lo más común 2,4 x 1,9 µm (Figuras 31 y 32). Estas 
esporas son pigmentadas de color verde pálido (Bissett, 1991). La relación largo 
ancho de los conidios es de 1,1 a 1,2 (Samuels et al., 2013). 
 
 
    
 
Las hifas del micelio son hialinas, de paredes lisas y con un diámetro de 2 a 7 µm. 
En determinadas condiciones nutricionales o frente a la desecación, producen unas 
estructuras de resistencia denominadas clamidosporas. Estas esporas, tienen una 
conidiogenesis del tipo tálico, donde las hifas preexistentes se transforman en 
clamidosporas. Suelen ser abundantes, pueden ubicarse intercalarmente en las hifas o 
ser terminales, pero en algunos cultivos no se encuentran (Figuras 33 y 34). Son 
Fig.31 Observación microscópica de los 
conidios de T. harzianum (aumento 100 X)      
(        : 8mm=5µm). Detalles de los 
conidios (CO). 
Fig.32 Observación microscópica de 
conidios y clamidosporas de T. harzianum 
(aumento 100 X) (      : 8mm=5µm) Detalle 
de una clamidospora (CL). 
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generalmente solitarias, pero a veces se pueden unir entre dos o más. El contenido de 
la clamidospora es subhialino, amarillo pálido y su color cambia a marrón con el paso 
del tiempo. Estas esporas, que se forman sobre el micelio, son subglobosas 
elipsoidales o piriformes, su tamaño varía de 4 a 12 µm de diámetro. Las paredes son 
hialinas y pueden tener un espesor de 1 µm más gruesas que las de los conidios. 
Estas estructures son de vital importancia para la supervivencia del género en el suelo 
y bajo condiciones adversas. (Lewis & Papavizas, 1984; Martínez et al., 2013). 
 
 
 
 
 
 
T. harzianum se caracteriza por un rápido crecimiento de sus colonias, en caja de 
Petri con Agar Papa Glucosado 2% (APG). Alcanzan un diámetro de 7 a 9 cm en 72 h. 
Al comienzo de su crecimiento, generan abundante micelio aéreo de color blanco 
grisáceo, luego su color cambia al verde oscuro, por la gran masa de conidios que se 
generan. En muchas colonias los conidios son primero de color amarillos, llegando a 
ser de color amarillo-verdoso al madurar. Raramente las colonias de T. harzianum son 
amarillas (Samuels et al., 2013). El crecimiento en las cajas de Petri es en forma 
concéntrica (Figura 35). El color con que se tiñe el medio de cultivo puede variar de 
amarillo opaco a incoloro. Algunas cepas poseen olor ligeramente terroso, otras el olor 
es indistinguibles (Bisset, 1991). La temperatura óptima de crecimiento de T. 
harzianum “in vitro”, es de 30 °C en APG y 25 °C en el medio SNA (medio sintético 
bajo en nutrientes, Nirenberg 1976). Después de 96 h a 30 º C en la oscuridad la 
Fig.34 Observación microscópica de 
clamidosporas intercalares de T. harzianum 
(aumento 100 X) (       : 8mm=5µm). Detalle 
de las clamidosporas (CL). 
 
Fig.33 Observación microscópica  de 
clamidosporas terminales de T. 
harzianum (aumento 100 X) (      : 
8mm=5µm). Detalle de la 
clamidospora (CL). 
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superficie del medio de cultivo Harina de maíz - dextrosa - agar (CMD) mostró una 
cobertura total de conidios, de color verde oscuro, a excepción del centro de la colonia 
con el micelio que se mantuvo estéril formando pústulas (pequeñas elevaciones 
ampuliformes formadas por agregados de conidióforos, Ulloa & Hanlin 2006). 
 
 
 
 
El tamaño de los conidios y la forma de los mismos son las características que se 
utilizan para diferenciar T. harzianum de las de otras especies de Trichodermas. Otra 
característica es que no poseen conidióforos que tengan hifas apicales estériles. 
La taxonomía tradicional, que se basa principalmente en las características 
morfológicas y del cultivo del hongo, encuentra la dificultad de que “el género 
Trichoderma posee un estrecho rango de variación en su morfología” según Samuel, 
2006. Dada la complejidad en identificar las diferentes especies de este género y para 
estudiar las relaciones entre los aislamientos de la especie T. harzianum es 
recomendable utilizar un enfoque que combine características fisiológicas, 
morfológicas y moleculares (Grondona et al., 1997; Lieckfeldt, et al., 1999; Hermosa et 
al., 2004; Consolo et al., 2012).  
1.2 Objetivo  
-Caracterizar morfo-culturalmente las 37 cepas en estudio que fueron 
seleccionadas por su capacidad antagónica. 
Fig.35 Observación de pústulas de coloración verdosas y formación de anillos concéntricos 
de cultivo in vitro de T. harzianum sobre medio Czapek’s -agar. 
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2. Materiales y métodos 
Se realizaron los estudios de caracterización morfológicas sobre las 37 cepas 
de T. harzianum generadas a partir de los cultivos monospóricos. Estas cepas fueron 
previamente identificadas y caracterizadas molecularmente (Capitulo II).  
2.1 Acondicionamiento de las cepas 
Cada cepa, que se encuentra conservada con la técnica del papel de filtro 
(Stocco et al., 2010), se recuperaron sobre APG 2% con antibiótico, en cajas de Petri. 
Se incubaron durante 7 días a 26ºC en oscuridad. 
2.2 Estudios morfológicos de Trichoderma harzianum  
2.2.1 Radio de la colonia  
Con el fin de medir el crecimiento de la colonia se utilizó el medio de cultivo 
Czapek’s Agar (Smith, 1960) (Cz agar). 
La composición de este medio es la siguiente: 
Nitrato de sodio (NaNO3)                                                    2,0 g 
Fosfato ácido de potasio (K2HPO4)                                     1,0 g 
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4* 7H2O)         0,5 g 
Cloruro de potasio KCL                                                      0,5 g 
Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4*7H2O)                    0,01 g 
Sacarosa                                                                           30,0 g 
Agar                                                                                  20,0 g 
Agua                                                                                 1,0 L 
 
En el centro de las cajas de Petri de 9 cm de diámetro se sembró, un taco 
circular de APG (8 mm de diámetro x 2 mm de espesor) cubierto de micelio y esporas, 
de cada una de las cepas en estudio. De cada uno de los aislamientos se organizaron 
tres repeticiones. Se incubaron en estufas a 26ºC, en oscuridad continua, durante la 
duración el ensayo. El crecimiento de las colonias se evaluó diariamente, mediantes 
dos mediciones perpendiculares entre sí. También se determinó la coloración de las 
colonias y del medio, a través de la carta de colores (Rayner, 1970). El tiempo final del 
ensayo quedo determinado cuando la primera cepa de T. harzianum, entre todas las 
sembradas, alcanzó los 8 cm de diámetro. 
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2.2.2 Tamaño de conidio  
Cuando el crecimiento de las colonias llegó a su tiempo final el ensayo se 
interrumpió colocando una ansada de conidios de cada una de las cepas en un 
eppendorf que contenía una mezcla de agua destilada estéril y alcohol etílico 96º 
(70:30 v/v), para conservar los conidio sin modificaciones. Se agitó y se tiñó con azul 
de anilina antes de cada medición. Los conidios se midieron en el microscopio con un 
aumento de 100x utilizando aceite de inmersión. Por cada cepa, se realizaron 100 
mediciones de conidios y por cada conidio se tomaron 2 medidas de sus diámetros, 
perpendiculares entre sí.  
2.2.3 Presencia y ubicación de las clamidospora  
Veinte días después de finalizado el ensayo de crecimiento de las colonias se 
determinó la presencia de las clamidosporas y su ubicación en el micelio. La elección 
del tiempo final se basó en los antecedentes publicados por (Rifai, 1969; Bisset 1991). 
Trichoderma harzianum alcanza la madurez de la colonia y forma clamidosporas, 
aproximadamente a los 15 días de crecimiento. La extención en 5 días más del punto 
final garantizó que las diferencias en la formación de esta estructura de resistencia 
fuera un carácter inherente al aislamiento y no sólo producto de la mencionada 
mádurez. Las cajas de Petri durante ese periodo, se mantuvieron a temperatura 
ambiente. Por cada cepa en estudio, se realizaron 2 preparados con una membrana 
transparente con adhesivo y se tiñeron con azul de anilina. Cada preparado se 
observó al microscopio con un aumento 100x con aceite de inmersión. Se evaluó la 
presencia o ausencia de clamidosporas y en el caso de encontrarla, se determinó su 
ubicación, ya sea terminales o intercalares en la hifa que le dio origen.  
3. Resultados 
3.1 Radio de la colonia  
El tiempo final del ensayo se determinó a las 72 h después de la siembra. Solo 
las cepas 8, 10, 73, 141 y 170 presentaron un crecimiento inferior a los 8 cm de 
diámetros. 
A las 24 h después de la siembra, en todas las cepas se observó un micelio 
hialino y el diámetro de las colonias varió entre 1 a 3 cm (Figura 36 a). A las 48 h el 
color del micelio cambió a blanco algodonoso en la mayoría de las cepas (Figura 36 
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b). Al finalizar el ensayo (72h), las cepas 1 y 8 mantuvieron el micelio hialino sin fomar 
esporas. El resto de las cepas presentaron colores que variaron dentro de las series III 
Twice-greyed Series y IV Thrice-greyed Series (Figura 36 c). El 24% de las cepas 
tuvieron una combinación de Dark Herbage Green (69) en la zona más antigua del 
micelio y Greenish glaucous (91) en la zona más joven del micelio. El 10% de las 
cepas presentaron la combinación Dark Herbage Green (69) en la zona más antigua 
del micelio y Malachite Green (72) en la zona más joven del micelio. En el resto de la 
cepas se observaron coloraciones uniformes de Greyish yellow-green (68); Pistachio 
green (92) y Yellow-Green (71) (Rayner, 1970). 
Todas las cepas crecieron formando círculos concéntricos. Comenzando a 
verse la formación de conidios a los tres día. Ninguna de las cepas produjo cambios 
de la coloración del medio de cultivo durante todo el ensayo. 
 
 
 
 
3.2 Tamaño de conidio  
Las 37 cepas estudiadas no presentaron diferencias en forma y tamaños de los 
conidios. Los conidios de todas las cepas presentaron forma globosa a ligeramente 
Fig. 36 a, b, c  Diámetro de la colonia de T.harzianum (cepa 69) en medio Cz- agar a 26 
ºC. (a) a las 24h de la siembra; (b) a las 48h de la siembra; (c) a las 72 h de la siembra. 
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ovoide. El diámetro de los mismos varió entre 2,42- 2,96 x 2,45-3,03 µm. Todos los 
conidios presentaron color verde. 
3.3 Presencia y ubicación de las clamidospora 
Los resultados obtenidos en la evaluación de la presencia de clamidosporas se 
observan en la Tabla 6. El 27 % de las 37 cepas estudiadas no formaron 
clamidosporas durante el tiempo de duración del ensayo. De aquellas cepas que 
formaron clamidosporas, el 59% se ubicaron de manera intercalar, el 26 % se ubicaron 
tanto terminales como intercalares y solo el 15% de las cepas formaron clamidosporas 
terminales. 
 
 
Cepas Presencia de 
clamidosporas
Ubicación de las 
clamidosporas
1 + Terminales
2 + Intercalares/terminales
5 + Intercalares
8 -
10 -
12 -
26 + Intercalares
54 + Intercalares/ terminales
69 -
77 -
80 + Intercalares/ terminales 
83 + Intercalares/ terminales
73 + Intercalares
92 + Intercalares
93 + Intercalares/ terminales
97 + intercalares
107 -          
Cepas Presencia de 
clamidosporas
Ubicación de las 
clamidosporas
108 -
114 + Intercalares
123 + Intercalares/ terminales
129 + Intercalares
141 + Intercalares/ terminales
131 + Terminales
140 + Intercalares
160 + Intercalares
172 + Intercalares
162 + Intercalares
165 + Intercalares
170 + Intercalares
177 + Terminales
181 -
182 -
183 + Intercalares
210 - Intercalares
229 + Intercalares 
215 + Terminales
206 + Intercalares  
 
 
 
 
 
Tabla 6. Presencia y ubicación de las clamidospora en las hifas de T. harzianum 
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4. Discusión 
Según Lieckfeldt et al., (1999) la utilización de todo el potencial biocontrolador 
de las especies de Trichoderma requiere la identificación y la caracterización 
morfológica y molecular de las cepas a nivel de especie. Varios autores indicaron las 
dificultades para distinguir las especies sobre la base de los caracteres morfológicos 
(Seaby, 1996; Waalwijk et al., 1996; Samuels, 2006). También destacaron que los 
rasgos morfológicos son sometidos a la influencia del medio ambiente y pueden 
provocar grandes variaciones entre un cultivo y otro. Por esta razón, la ubicación 
taxonómica de las especies resulta difícil cuando se emplean solo aspectos 
morfológicos y en la actualidad se recurre también a la utilización de herramientas 
moleculares, que contribuyen a la identificación específica (Samuels, 2006; Kumar & 
Sharma, 2011; Martínez et al., 2013).  
Características como un alto grado de esporulación, una elevada tasa de 
crecimiento, la rápida colonización de los sustratos, acompañados de una elevada 
actividad de las enzimas degradantes de las paredes celulares, son importantes a 
tener en cuenta durante la selección de los agentes de control biológico (Hermosa et 
al., 2004).  
En el presente estudio, al igual que los resultados presentados por Grondona et 
al., (1997), se verificó la poca variabilidad en las características morfológicas de las 
cepas T. harzianum. No obstante, el tamaño de las esporas (Rifai, 1969) y la presencia 
y la ubicación de las clamidosporas (Lewis & Papavizas, 1984) fueron utilizadas por 
estos autores para la caracterización de las cepas de este hongo del suelo.  
El crecimiento radial de la colonias, la coloración de las mismas y del medio de 
cultivo, el tamaño y la forma de los conidios y la presencia y ubicación de las 
clamidosporas, no presentaron diferencias con las descripta por Rifai (1969), Bisset 
(1991) y Samuels (2013). Para la especie T. harzianum, sin embargo, la presencia o 
ausencia de las clamidosporas y su ubicación en el micelio, fue lo que presentó mayor 
variación. La formación de clamidosporas es de gran importancia para la supervivencia 
del hongo en el suelo ya que le permite superar periodos prolongados en condiciones 
adversas, siendo esta una característica deseable para los agentes de control 
biológico (Chet, 1987).  
Las tendencias actuales proponen la integración de los atributos fisiológicos y 
bioquímicos, junto con criterios morfológicos clásicos, para establecer nuevos grupos 
infraespecíficos en T. harzianum que puedan estar relacionados con diferentes niveles 
Stocco, M.C. 2014                                                                                                                                  108 
 
de actividad biológica contra diferentes hongos fitopatógenos (Grondona et al., 1997; 
Consolo et al., 2012). 
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CAPÍTULO IV 
 CARACTERIZACIÓN FISIOLÓGICA DE LOS AISLAMIENTOS SELECCIONADOS 
DE T. harzianum 
1. Introducción 
1.1 Fisiologia y relación con las condiciones ambientales  
Las especies de Trichoderma se encuentran en suelos con abundante materia 
orgánica (Arias, 2004) y por su relación con ésta, están ubicadas en el grupo de 
hongos hipogeos, lignolícolas y descomponedores (Baath, 1991). El metabolismo de 
las especies de Trichoderma es muy versátil y diverso (Klein & Eveleigh, 1998; 
Kubicek-Pranz, 1998). Las fuentes de nitrógeno que pueden utilizar varían, 
generalmente, desde compuestos de amonio hasta aminoácidos y proteínas, sin 
embargo la asimilación de nitrato es a menudo muy pobre y depende de la especie. 
Los sustratos carbonados, por ellos usados, son extremadamente diversos. Las 
especies de Trichoderma son uno de los pocos grupos de organismos que pueden 
metabolizar el C1, esto se visualiza en el crecimiento de Trichoderma lignorum sobre 
metanol (Tye & Willetts, 1977). Diversas cepas de Trichoderma degradan 
hidrocarburos. Esta capacidad se ve reflejada en las poblaciones de las mismas que 
habitan suelos contaminados con petróleo (Davies & Westlake, 1979). Trichoderma 
degrada una gran variedad de polisacáridos como celulosa, quitina, laminarina, 
pectinas entre otras (Kubicek-Pranz, 1998). Grondona et al. (1997) determinó que 
todas las cepas de Trichoderma spp. utilizadas en su estudio fueron capaces de 
asimilar etanol y crecer y esporular en ácido láctico como única fuente de carbono. 
Consolo et al. (2012) observó que los aislamientos de T. koningi fueron los únicos que 
esporularon en un medio cuya única fuente de carbono era la lactosa. Esta situación 
les permitió diferenciarlos de otras especies de Trichoderma. A su vez, Grondona et al. 
(1997) observó que la esporulación y la producción de pigmentos difundibles al medio, 
en pruebas fisiológicas de hidrólisis de gelatina, produjeron la máxima discriminación 
entre las cepas estudiadas. Es notorio que las especies de Trichoderma son capaces 
de nutrirse diversos sustratos, incluyendo otros hongos. Además poseen la capacidad 
para competir por los nutrientes y producir antibióticos. Estos hongos, usan estas 
capacidades interactivas para facilitar su desarrollo en hábitats particulares (Klein & 
Eveleigh, 1998). 
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Las temperaturas óptimas de crecimiento de la mayoría de las especies de 
Trichoderma están en un rango de entre 25-30ºC. Sin embargo, una gran parte de los 
aislamientos de este hongo fueron seleccionados inicialmente a temperatura ambiente. 
Quizá de esta manera se excluyeron así a las formas psicrófilas y termotolerantes, de 
crecimiento más lento. Indudablemente la temperatura es crítica en la recuperación, 
tanto cuantitativa, como cualitativa de Trichoderma y es determinante, afectando su 
crecimiento y colonización (Klein & Eveleigh, 1998). Sin embargo, McBeath & Adelman 
(1991) aislaron una cepa de Trichoderma sp en suelo de Alaska, que creció en un 
amplio rango de temperatura de 4ºC a 33ºC. Según Martínez et al. (2013) la relación 
entre la temperatura y el desarrollo de Trichoderma, depende de la especie y de cada 
aislamiento. Se conoce que las cepas de T. pseudokoningii y T. saturnisporum 
Hammill, toleran de 40 a 41ºC; las especies de T. koningii y T. hamatum crecen hasta 
los 35º C y T. viride y T. polysporum resisten 31ºC. Para las cepas de T. harzianum la 
temperatura máxima de crecimiento es de 38ºC (Danielson & Davey, 1973). La 
temperatura óptima para el crecimiento, no necesariamente coincide con la optima 
para lograr su máxima actividad antagónica, y existe estrecha relación entre cada 
aislamiento, temperatura y antagonismo (Martínez et al., 2013). Rollan et al. (1999) 
determinaron el efecto de la temperatura sobre la capacidad antagónica de las seis 
especies de Trichodema. Observaron que la mayor colonización de esclerocios fue a 
25-30ºC y a 20-25ºC frente a Sclerotinia sclerotiorum y Sclerotium rolfsii Curzi, 
respectivamente. Existe alguna correlación entre la distribución de especies y las 
condiciones medioambientales. T. polysporum y T. viride se encuentran en climas 
frescos, en cambio T. harzianum es característico del clima cálido (Klein & Eveleigh, 
1998). Sin embargo, en estudio de distribución de población de T. harzianum se las ha 
encontrado en climas templados, templados-fríos e incluso fríos (Chaverri et al., 2003; 
Paredes et al., 2013). Esto determina que cada especie se correlacione con una 
temperatura óptima de crecimiento (Klein & Eveleigh, 1998). 
Las especies de Trichoderma no son exigentes con relación al pH del sustrato. 
Pueden crecer en suelos con pH desde 5,5 a 8,5 (Besoain, 2005). Papavizas (1985) 
determinó que el crecimiento máximo de los aislamientos se produjo a valores de pH 
superiores a 6,5, es decir en un ambiente ligeramente ácido. Consolo et al. (2012) 
observaron el crecimiento de diferentes cepas de Trichoderma a pH 2, 10 y 12 y 
determinaron que ninguno de los aislamientos creció con valores de pH extremos. 
Lejeune et al. (1995) determinaron que en el rango de pH 2,2 a 7,6 no se afectaba la 
formación de los conidios en la mayoría de las cepas de Trichoderma.  
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Las especies de Trichoderma se desarrollan óptimamente en suelos con una 
humedad del 60% de capacidad de campo. Se le dificulta la colonización y 
supervivencia en suelos saturados por la baja disponibilidad de oxígeno por (Martínez 
et al., 2013).  
Para incorporar productos biológicos en el manejo de un cultivo, es 
imprescindible conocer la sensibilidad de los agentes biocontroladores a los 
agroquímicos. En este aspecto la respuesta de Trichoderma varía según las 
combinaciones especie/cepa de microorganismos y productos fitosanitarios evaluados 
(Martínez et al., 2013). Las especies de Trichoderma se conocen como resistentes a 
una gran variedad de químicos utilizados para el tratamiento del suelo como son el 
carbono disulfuro, el captan formalina, el bromuro de metilo, el 2-cloro-4-
hidroximercurifenol dependiendo de la concentración del producto (Klein & Eveleigh 
1998).Sin embargo, Durán et al. (2007) observaron una marcada inhibición del 
crecimiento micelial de Trichoderma frente al fungicida fludioxonil + metalaxil, a una 
dosis letal media inferior a la recomendada para campo. En pruebas in vitro los 
fungicidas oxicloruro de cobre, metalaxil y dimetomorf fueron compatibles con 
diferentes especies de Trichoderma, mientras el zineb, el mancozeb y el tiram 
mostraron ligera toxicidad y el benomil se comportó como tóxico (Muiño et al., 2006). 
Los fungicidas propiconazol + piroquilon, carbendazim y tebuconazol + triadimenol, en 
ensayos in vitro, afectaron totalmente el crecimiento de cepas de T. asperellum, 
mientras que la azoxistrobina solo produjo una disminución significativa de la 
esporulación de las cepas evaluadas (Martínez et al., 2013). 
La acción de los insecticidas sobre este agente de control biológico es variable. 
El dimetoato fue compatible in vitro con Trichoderma spp. (Muiño et al., 2006), al igual 
que el metamidofos. Sin embargo, la cipermetrina y la cihalotrina inhibieron 
significativamente el crecimiento de T. asperellum. No obstante, ninguno afectó la 
esporulación, ni la germinación de los conidios (Martínez et al., 2013)  
Los herbicidas también mostraron diferentes grados de incompatibilidad con 
aislamientos de Trichoderma. Israel et al. (2005) observaron que la presencia de 
diclorán en el suelo afectó la viabilidad de Trichoderma. Los herbicidas fenoxaprop-p-
etilo, 2,4D sal de amina y glifosato inhibieron significativamente el crecimiento de dos 
cepas de T. asperellum (Reyes et al., 2009). No obstante, productos de este tipo como 
la trifluralina + la napropamida y el bispiribac-sodico fueron considerados compatibles 
con diferentes especies de Trichoderma (Muiño et al., 2006). Los herbicidas tienen 
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ligera influencia en la esporulación de este antagonista y solo 2,4D sal de amina 
inhibió la germinación de los conidios de T. asperellum (Reyes et al., 2009). Las 
afectaciones de los plaguicidas se observaron además, sobre las características 
culturales de T. asperellum, provocando variaciones en los bordes, en la coloración de 
las colonias y la textura del micelio. Sin embargo, Trichoderma es capaz de degradar 
compuestos organoclorados, clorofenoles e insecticidas como el dicloro difenil 
tricloroetano (DDT), el endosulfán, el pentacloronitrobenceno, el aldrin y el dieldrin y 
herbicidas como la trifluralina y el glifosato (Espósito & Dasilva, 1998). Se debe 
evaluar la compatibilidad de cada una de las cepas con los agroquímicos empleados 
en los escenarios de aplicación. Desde el punto de vista práctico, esto tiene gran 
importancia para determinar el momento de la incorporación del antagonista en el 
manejo del cultivo. 
Por otra parte, las poblaciones de Trichoderma pueden convertirse en 
dominantes del suelo después de una fumigación (Munnecke, 1972), dependiendo del 
tipo de producto químico utilizado. 
1.2 Mecanismos de Trichoderma implicados en el biocontrol de fitopatogenos: 
Sistema enzimático 
Varios mecanismos se han sugerido como responsables para el control de las 
enfermedades de las plantas por cepas de Trichoderma. Uno de estos mecanismos es 
el micoparasítismo, que implica la acción de diversas enzimas que degradan la pared 
celular de los hongos (Elad et al., 1982; Chet et al., 1998; Viterbo et al., 2002; Benítez 
et al., 2004; Harman et al., 2004; Hermosa et al., 2013; Martínez et al., 2013), entre las 
cuales se encuentran las quitinasas, β-1,3-glucanasas, β-1,6-glucanasas y proteasas. 
Debido a que la quitina y los β-1,3-glucanos son los principales componentes 
estructurales de las paredes celulares de los hongos, se ha propuesto que las enzimas 
mencionadas son claves en el micoparasitismo (Elad et al., 1982; de la Cruz et al., 
1995; Benítez et al., 2004; Harman et al., 2004).  
Existen otras enzimas que degradan las paredes celulares, incluyendo aquellas 
que hidrolizan polímeros de menor importancia, como proteínas, β-1,6-glucanos, β-
1,3-glucanos y de gran importancia como la celulosa, entre otros compuestos (de la 
Cruz et al., 1995; Kubicek-Pranz, 1998). 
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1.2.1 Quitinasas 
La quitina es un polisacárido compuesto por unidades de N-acetil-β-D-
glucosamina con enlaces β-1,4. Es uno de los polímeros más abundante en la 
naturaleza después de la celulosa. Es un componente estructural de las paredes 
celulares de los hongos; de los nematodos y también forman parte de la cutícula de 
artrópodos incluyendo crustáceos e insectos (Sahai & Manocha, 1993).  
En función de los productos de reacción que se generan en la degradación de 
la quitina, las quitinasas se clasifican (Sahai & Manocha,1993) en: (1) endoquitinasas, 
que cortan aleatoriamente el polímero de quitina dando lugar a una mezcla de 
oligómeros de distinto tamaño y bajo peso molecular, principalmente, N-
acetilglucosamina; (2) exoquitinasas o quitobiosidasas, que liberan dímeros de N-
acetil-β-D-glucosamina a partir del extremo no reductor de la quitina y (3) 1,4-β-N-
acetil glucosaminidasas, también denominadas hexosaminidasas o quitobiasas, cuyo 
modo de acción es de tipo exo y cortan el oligómero de quitina dando lugar a 
monómeros de N-acetil-β-D-glucosamina. Muchas de estas enzimas se han purificado 
y se han clonado muchos de los genes que las codifican (Viterbo et al., 2002). 
Se han encontrado quitinasas en muchas especies de Trichoderma (De la Cruz 
et al., 1995; Consolo et al., 2012). En cepas de T. harzianum, donde el sistema 
quitinolítico se ha estudiado más detalladamente, se han clonado, en diferentes cepas, 
los genes que codifican algunas quitinasas como CHIT37, CHIT42, CHIT33 y CHIT36 
de T. asperellum y de T. harzianum (Viterbo et al., 2002). Las cepas de T. harzianum 
producen naturalmente sólo cantidades moderadas de endoquitinasa. La 
sobreexpresión de las endoquitinasas podría generar cepas de biocontrol más 
eficaces (Margolles-Clark et al., 1996) Por esta razón, Hayes et al. (1994) generaron 
cepas de T. harzianum que sobre expresaron el genThEn-42 endoquitinasa. 
Inicialmente, el efecto antifúngico de las quitinasas se demostró, en ensayos in 
vitro, tras observar que su presencia en la mezcla de reacción inhibía el crecimiento o 
la germinación de las esporas de distintos hongos patógenos (Lorito et al., 1993). La 
actividad quitinolítica, en las cepas caracterizadas como parasitarias, fue mucho mayor 
que la de cepas que no eran parasitarias. De esta manera, se relacionaron con el 
micoparasitismo (García et al., 1994). Como la quitina es el componente más 
importante de las paredes celulares de una gran parte de las especies fúngicas, a las 
quitinasas se les ha asignado la función más importante en la actividad 
Stocco, M.C. 2014                                                                                                                                  114 
 
biocontroladora. El sistema quitinolítico en T. harzianum, está integrado por seis 
enzimas distintas: dos del tipo N-acetilglucosaminidasa y cuatro endoquitinasas 
(Viterbo et al., 2001).  
Las cepas transformadas, con la actividad enzimática reducida o sobre-
expresada disminuyeron significativamente la actividad de biocontrol o la mejoraron 
frente a Rhizoctonia solani causante de enfermedades de plántulas de algodón 
(Howell, 2003). Sin embargo, las diferencias no eran tan grandes y probablemente 
indicaban que otros factores también influían en el trabajo. En un estudio similar, Woo 
et al. (2001) también determinó la actividad de la quitinasa (ech42) en T. harzianum 
(P1) y mostró actividad biocontroladora reducida contra Botrytis cinerea en hojas de 
poroto. 
1.2.2 Glucanasas 
Las glucanasas agrupan un gran número de enzimas que degradan 
homopolímeros lineales o ramificados de D-glucosa unidos mediante enlaces α y/o β. 
Estas enzimas están involucradas en diversas funciones morfogenéticas y 
nutricionales, para la obtención de energía a partir de polímeros de reserva. En las 
especies de Trichoderma se les ha atribuido un papel importante en el 
micoparasitismo aunque el sistema ha sido menos estudiado que para las quitinasas 
(Lorito et al., 1996) 
Además en el mecanismo de degradación de la pared celular fúngica, está 
involucrado el sistema β-1,3-glucanasas que pueden hidrolizar el sustrato a partir de 
dos grupos enzimáticos diferentes: a) exo-β-1,3-glucanasas; b) endo-β-1,3-glucanasas 
(Monteiro & Ulhoa, 2006). 
Las β-1,6-glucanasas degradan polímeros de glucosa unidos mediante enlaces 
β-1,6, tanto en su modo endo como exo Se han purificado varias endo-β-1,6-
glucanasas de la cepa T. harzianum T34 (de la Cruz et al., 1992). Estos trabajos las 
han relacionado directamente con el micoparasitismo, ya que transformantes que 
sobre expresen alguno de estos genes, tienen mayor actividad antifúngica frente a 
hongos patógenos, como R. solani o B. cinerea, respecto a la cepa. 
1.2.3 Proteasas 
Las funciones de las proteasas son muchas y de diversa naturaleza. Participan 
en procesos de morfogénesis, nutrición, metabolismo y procesamiento de proteínas 
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extracelulares para su activación (Howell, 2003). Una proteasa del subtipo serina 
inducida por la quitina ya ha sido descripta en una cepa de T. harzianum (De la Cruz et 
al., 1995). La actividad proteolítica de T. harzianum es un requisito necesario para la 
lisis de la matriz de proteínas de la pared celular de los patógenos. Además inactiva 
las enzimas hidrolíticas secretadas por patógenos, disminuyendo su patogenicidad 
(Markovich & Kononova, 2003). La PRB1 proteasa alcalina producida por T. 
harzianum, está codificada por el gen PRB1. Este gen se induce cuando el hongo 
crece en medios que contienen paredes celulares de R. solani, de micelio o la quitina 
como única fuente de carbono. La producción de PRB1 se inhibe por la glucosa 
(Geremia et al., 1993). La producción de proteasa de T. harzianum también se ha 
asociado con el control biológico del nematodo de raíz Meloidogyne javanica en 
plantas de tomate. Sharon et al., (2001) demostraron que las plantas de tomates 
tratadas con el agente de biocontrol (T-203), que se cultivaron en suelo infestado con 
nematodos, mostraron una reducción drástica de los daños en la raíz, en comparación 
con un testigo sin T-203. 
1.3 Objetivos  
 Caracterizar fisiológicamente las cepas de T. harzianum en base a los 
siguientes parámetros: crecimiento de las colonias en diferentes fuentes 
carbonadas. Crecimiento, esporulación y pigmentación de las colonias en 
presencia de medios de cultivo enriquecidos con aminoácidos y sales 
orgánicas como fuente nitrogenada. Crecimiento de las colonias y esporulación 
de conidios bajo condiciones extremas de temperatura y pH. 
 Caracterizar la actividad enzimática: se cuantificará la actividad enzimática de 
los sistemas quitinolítico, β-1,3-glucanasas y proteasas. 
2. Materiales y Métodos 
2.1 Caracterización fisiológica 
2.1.1 Crecimiento en diferentes temperaturas. 
Cada una de las 37 cepas de T. harzianun se sembraron en medio Czapek’s 
Agar (Cz-Agar) organizando tres cajas para cada una de ellas. Se incubaron a 4 ºC, 37 
ºC y 40 ºC. En el tiempo final del ensayo se evaluó el diámetro de las colonias en 
centímetros. Se dio por finalizado el ensayo cuando a 37ºC la primera cepa cubrió la 
superficie del medio nutritivo. 
Stocco, M.C. 2014                                                                                                                                  116 
 
2.1.2 Resistencia térmica 
Para este estudio, se inoculó una gota de la suspensión de esporas de cada 
una de las cepas de T harzianum, en 0,5 ml de una solución al 0,2% de Tween 80. Se 
calentó durante 5 min a 75ºC en un baño de agua. Después de 5 minutos la 
suspensión fue dispersada, con una varilla de vidrio estéril, en las placas con medio de 
cultivo Cz-Agar. Se sembraron tres cajas para cada una de las cepas. Se incubaron 
por 7 días en estufa a 26ºC. Se evaluó si la cepa tuvo la capacidad de crecer, después 
de ser sometida a 75ºC (Grondona et al., 1997). 
2.1.3 Crecimiento a diferente valores de pH 
Para determinar la capacidad de crecimiento y esporulación de las 37 cepas en 
estudios se las cultivo a pH 2, pH 10 y a pH 12. El ensayo se realizó en medio liquido 
con 0,05 g/L de bromocresol purpura (el medio de cultivo fue Cz sin agar). Para pH 2 
el medio se suplementó con 10,5 g/L de ácido cítrico y se ajustó el pH con una 
solución 1 M de ácido Clorhídrico (Bridge, 1985). Para pH 10 y pH 12 se reemplazó el 
fosfato biácido de potasio por 3,75 g/L de glicina y 0,2 g/L de fosfato ácido bipotásico y 
se ajustó el pH con una solución 1 M de hidróxido de sodio. Cada cepa se sembró tres 
veces para cada una de las condiciones de pH analizadas. Se incubó durante 5 días a 
26 ºC ± 2 ºC en agitación, a una velocidad de 150 rpm. Se evaluó el cambio de color 
del medio y el crecimiento para cada una de las cepas estudiadas. 
2.1.4 Asimilación de fuentes de carbono 
Para este estudio, se sembró en el medio Cz líquido sin sacarosa un taco 
circular de APG de 8 mm cubierto con micelio y esporas de cada una de las cepas en 
estudio. Previamente, se ajustó el medio a pH 4,5 con solución 1 M de ácido 
clorhídrico o 1 M de hidróxido de sodio. Las fuentes de carbono ensayadas fueron (10 
g/L) de acido cítrico y lactosa. La lactosa fue esterilizada por microfiltrado. Se utilizó 
bromocresol purpura como indicador de pH (0,05 g/L). Se evaluó la capacidad del 
hongo de crecer en las diferentes fuentes de carbono y/o de virar la coloración del 
indicador, a los 7 días de incubado a 26 ºC ± 2ºC en agitación. Se prepararon además, 
un control negativo que consistió en el medio basal (Cz) sin la fuente de carbono y uno 
positivo con 30 g de sacarosa. Para cada una de las cepas la siembra se realizó por 
duplicado al igual que los controles positivo y negativo. 
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2.1.5 Asimilación de fuentes nitrogenadas 
Sobre el medio Cz-agar sin nitrato de sodio a pH 4,5, en posición central, se 
sembró un bloque de 0,8mm de APG con micelio y esporas de las cepas estudiadas. 
Las fuentes nitrogenadas que se usaron fueron: oxalato de amonio y glicina, ambos a 
una concentración de 3 g/L. Se evaluó la capacidad de crecer, el cambio en el color de 
los conidios y la esporulación con las diferentes fuentes nitrogenadas, a los 7 días de 
incubadas a 26ºC. El control negativo consistió en el medio basal (Cz) sin la fuente de 
nitrógeno y para el control positivo se incorporaron 2,5 g /L de nitrato de sodio (Bridge, 
1985). Para cada una de las cepas la siembra se realizó por duplicado al igual que los 
controles positivo y negativo. 
2.2 Enzimas 
2.2.1 Acondicionamiento de los aislamientos 
Para generar la producción de proteínas en el medio liquido, se utilizó  el medio 
basal que contenía extracto de levadura 1g/L y peptona 4g/L (González et al., 2012). 
En cada frasco Falcon de 50 ml con medio basal, se inoculó una suspensión de 
esporas de Trichoderma de 1 x 105 espora/ml. Los frascos se incubaron a 25 ºC en 
agitación constante a 150 rpm durante 48h, luego se centrifugaron. Los filtrados de 
cultivo se utilizaron para determinar la actividad específica de las siguientes enzimas: 
proteasas, endoquitinasas y β-1, 3 glucanasas, secretadas al medio. 
2.2.2 Actividad β-1, 3 glucanasa 
La enzima β-1, 3 glucanasa se ensayó en un volumen de 25 µL del filtrado 
enzimático en presencia de 5µL de laminarina (Sigma) y en 50 µM de un buffer de 
acetato de sodio (pH 5,5). El contenido de la reducción de azúcares se cuantificó por 
el método de Somogyi Nelson, con 40 µL de la solución Somogyi A+B y 40 µL de la 
solución Nelson, después de 30 minutos de incubación a 37 °C (de la Cruz et al., 
1995). Para estos ensayos se utilizaron placas de 96 celdas que fueron sembradas 
con la mezcla de reacción, organizadas por duplicado (Zheng & Wozniak, 1997). Se 
midió la absorbancia a 620 nm en un espectrofotómetro de Fares Taie. Se realizó una 
curva de calibración con diferentes concentraciones de glucosa 10 µM, 20 µM, 30 µM, 
40 µM y 100 µM. Una unidad de β-1, 3 glucanasa se definió como la cantidad de 
enzima que puede liberar 1 µM de glucosa, requerida para producir un aumento de 0,1 
unidades de absorbancia en 30 minutos de reacción a 37ºC. La actividad de la enzima 
se expresa en Unidades de actividad por mg de proteína.  
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2.2.3 Actividad endoquitinasa  
La actividad de la endoquitinasa se detectó utilizando el sustrato altamente 
sensible 4-metilumbeliferil β-D-N, N`,N``,-triacetilquitotriosa (Sigma) después de 30 min 
de incubación a 37 ° C (Baek et al.,1999). La medición de la absorbancia se realizó en 
un equipo FluorSkan (Thermo) utilizando dos longitudes de onda, la primera de 355nm 
para excitar y la segunda con la que se midió la fluorescencia del sustrato, de 525nm. 
A 80µl del filtrado, obtenido previamente con cada una de la cepas, se le incorporó 5µl 
del sustrato 4-metilumbeliferil β-D-N, N`, N``,-triacetilquitotriosa diluido en un buffer de 
acetato de sodio (pH 5,5). La medición de la absorbancia se realizó a pH básico con el 
agregado de carbonato de sodio. Para estos ensayos se utilizaron placas de 96 celdas 
que fueron sembradas con la mezcla de reacción por duplicado (Zheng & Wozniak, 
1997). Se construyó una curva de calibración a partir de las concentraciones 
conocidas de una solución estándar. Una Unidad de quitinasa es la cantidad de 
enzima que se libera por cada 1µM de 4-metilumbeliferona, por minuto a pH5 y a 
37ºC. Se expresa en Unidades de actividad por mg de proteína  
2.2.4 Actividad de la proteasa  
La actividad de esta enzima se determinó en presencia del sustrato sintético N-
succinil-Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilida (Sigma) después de 30 min de incubación a 37 
ºC (St. Leger et al., 1987; Bind-Schedler et al., 2002). Para estos ensayos se utilizaron 
40µL de filtrado enzimático de cada una de las cepas a analizar y 60µl de N-succinil-
Ala-Ala-Pro-Phe p-nitroanilida. Cada una de las cepas se sembró por duplicado en 
placas de 96 celdas (Zheng & Wozniak, 1997). El resultado de la reacción se midió a 
través de la Absobancia a 405nm en un espectrofotómetro de Fares Taie. Una unidad 
de actividad se define como la cantidad de enzima necesaria para producir un 
aumento de 0,1 unidades de absorbancia en 30 minutos de reacción a 37 ºC. La 
actividad de la enzima se expresa en Unidades de actividad por mg de proteína  
3 Resultados 
3.1 Caracterización fisiológica 
3.1.1 Crecimiento en diferentes temperaturas 
Las cepas de T. harzianum presentaron diferente comportamiento frente a las 
tres temperaturas ensayadas. Las cepas 26 y 77 fueron las únicas que mostraron la 
capacidad de crecer cuando se incubaron a 4 ºC (Figura 37). Ninguna de las 37 cepas 
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de T harzianum crecieron cuando se incubaron a 40 ºC. Las incubadas a 37ºC 
presentaron mayor variación en el radio de la colonia. Las cepas 8, 80, 83, 93, 131, 
140, 141, 160, 170, 172, 182 y 206 no presentaron crecimiento, mientras que el resto 
de las cepas presentaron colonias de tamaño variables. 
 
 
 
 
3.1.2 Resistencia térmica 
Las cepas de T. harzianum 2, 12, 73, 80, 141, 160, 170, 177, 181, 206 y 215 no 
crecieron después que sus conidio se expuesieron a 75ºC por 5 minutos. El resto de 
las cepas presentaron crecimiento normal (Figura 38). 
 
 
 
 
Fig.  37. Ensayo de crecimiento de las cepas de T harzianum a 4 ºC. a) crecimiento a 4ºC de la cepa 26. b) 
Reacción de las cepas 177, 129 y 114 sin crecimiento. 
Fig. 38. Crecimientosde las cepas 54 y73 luego de la exposición de los conidios 
a 75ºC por 5 minutos. 
a b 
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3.1.3 Crecimiento a diferente valores de pH 
Bajo ninguno de los pH ensayados las 37 cepas de T. harzianum mostraron 
crecimiento, ni generaron cambios de coloración del medio de cultivo (Figura 39 a, b y 
c).  
 
 
 
3.1.4 Asimilación de fuentes de carbono 
Se determinó la capacidad de crecimiento y de cambiar el color del medio para 
cada una de las cepas de T. hazianum cuando se utilizaron al ácido cítrico y la lactosa 
como únicas fuentes de carbono. 
Las 37 cepas de T. harzianum estudiadas crecieron en medio liquido con ácido 
cítrico (Figura 40). Solo 14 de las cepas (1, 2, 8, 12, 77, 83, 108, 129, 141, 165, 170, 
182, 206, 215) produjeron cambios en la coloración del medio de cultivo. 
Se observó que todas las cepas, crecieron en el medio cuya única fuente de 
carbono fue la lactosa (Figura 41). Por otra parte las cepas 8, 54, 108, 114 y 162 
produjeron cambio de color del medio nutritivo.    
Fig. 39 Ensayo de crecimiento de las cepas a diferentes pH: (a) pH 2, (b) 10, (c) 12. 
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3.1.5 Asimilación de fuentes nitrogenadas 
Las 37 cepas de T. harzianum presentaron la capacidad de crecer utilizando 
como única fuente de nitrógeno al oxalato de amonio y la glicina (Figura 42 y 43). Se 
observó que las cepas 10 y la 210 no esporularon cuando el medio de cultivo con 
glicina. En el caso del medio de cultivo preparado con oxalato de amonio, todas las 
cepas esporularon, menos la 210. Dieciocho de estas cepas presentaron un cambio de 
color del verde al amarillo en sus conidios (Figura 43). 
 
 
 
 
Fig.40 Crecimiento de T. harzianum y 
cambio de coloración en un medio liquido 
con ácido cítrico 
Fig.41 Crecimiento de T. harzianum y cambio de 
coloración en un medio liquido con lactosa 
Fig. 43 Crecimiento y esporulación de la cepa 
69 de T. harzianum en medio con oxalato de 
amonio. 
Fig. 42 Crecimiento y esporulación de la 
cepa 69 de T. harzianum en medio con 
glicina. 
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3.2 Actividad enzimática 
3.2.1 Actividad β-1, 3 glucanasa 
Analizando los resultados obtenido de la actividad específica para β-1,3 
glucanasa, en la Figura 44 se observa que la cepa 83 es la que se destacó por la 
producción de esta enzima, en comparación con el resto. Sin embargo las cepas 1, 5, 
8 y 108 presentan valores elevados. También se observó que varias cepas no 
presentaron actividad para esta enzima. 
La Figura 45 muestra la cuantificación colorimétrica de los diferentes niveles de 
degradación de los azúcares, producidos por las diferentes cepas de T. harzianum y 
las distintas concentraciones de glucosas, que se utilizaron para la elaboración de la 
curva de calibración.  
 
 
 
Fig. 44 Actividad específica para la β-1, 3 glucanasa de las  37 cepas de T. harzianum. 
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3.2.2 Actividad endoquitinasa  
Los resultados, obtenidos a partir de todas las cepas estudiadas con esta 
enzima revelaron que a diferencia de la actividad de la β-1, 3 glucanasa, los valores se 
mantuvieron muy uniformes entre las diferentes cepas y en valores menores a 10. Sin 
embargo, se observó que la cepa 8 se destacó por la alta actividad de la endoquitinasa 
(Figura 46). En orden de importancia, la cepas 2 y 141 se diferenciaron del resto de las 
cepas.  
 
 
Fig. 45 Cambios de coloración generada por la enzima β-1, 3 glucanasa para cada cepa de T. 
harzianum. Las celdas G·3 a G8 y H3 a H8 muestran  las diferentes concentraciones de glucosa (10 
µM, 20 µM, 30 µM, 40 µM y 100 µM) 
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3.2.3 Actividad de la proteasa  
En la Figura 47 se observan los valores de actividad de la proteasa. Se 
destacaron las cepas las 2, 8 y 123 por poseer una actividad mayor a 20 U/ mg son. 
Las cepas 10, 12, 26, 141 y 229 produjeron valores menores de actividad que 
fluctuaron entre 14 a 18 U/mg. 
 
 
 
 
Fig. 46 Actividad específica para la endoquitinasa de las  37 cepas de T. harzianum. 
Fig.47 Actividad específica para la proteasa de las 37cepas  de T. harzianum  
 
 
Proteasa 
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La Figura 48 representa la combinación de las actividades de las tres enzimas 
(β-1, 3 glucanasa, endoquitinasa y proteasa). Se destacó la cepa 8 por presentar 
niveles elevados de actividad 98,68 y 25 U/mg para la β-1, 3 glucanasa, la 
endoquitinasa y la proteasa, respectivamente. En menor medida la cepa 2 con 20, 15, 
19 U/mg para la β-1, 3 glucanasa, la endoquitinasa y de proteasa, respectivamente. 
 
 
 
 
 
4. Discusión 
Las especies del género Trichoderma son los antagonistas más utilizados para 
el control de enfermedades de plantas producidas por hongos, esto se le atribuye a su 
ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rápido en un 
gran número de sustratos y a que no atacan a plantas superiores (Papavizas et al., 
1982). En el presente estudio observó que ninguna de las 37 cepas de T. harzianum 
crecieron a 40ºC y que algunas de las cepas lo hicieron después de ser expuestas a 
75ºC por 5 min, resultados coincidentes con los obtenidos por Consolo et al. (2012). 
Las cepas 26 y 77 crecieron a 4ºC contrariamente a lo observado por el mismo autor. 
Con respecto al crecimiento a 37 ºC y de acuerdo a lo publicado por Consolo et al. 
(2012) la mitad de las cepas de T. harzianum, crecieron a esa temperatura. Además el 
comportamiento de las cepas estudiadas se acerca a los resultados de Danielson & 
Fig. 48 Actividad conjunta para las tres enzimas para las 37 cepas T harzianum  
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Davey (1973) con una temperatura máxima de crecimiento de 38ºC. Sin embargo, 
Martínez et al. (2013) determinó la estrecha relación entre cada cepa de Trichoderma, 
la temperatura y antagonismo, por lo tanto la temperatura óptima para el crecimiento, 
no necesariamente coincide con la optima para lograr de su máxima actividad 
antagónica. 
Al igual que en este estudio, Consolo et al. (2012) no observaron crecimiento 
de las diferentes cepas de Trichoderma a pH 2, 10 y 12. Por lo tanto, en ambos 
estudios se determinó que ninguno de los aislamientos creció con valores de pH 
extremos. Se debe tener en cuenta que todos los aislamientos de T harzianum de éste 
estudio, se obtuvieron de los suelos de la región triguera argentina, caracterizados por 
ser levemente ácidos. 
Tal como se observa en los resultados de caracterización fisiológica de las 37 
cepas, todas presentaron la capacidad de crecer en medios nutritivos con fuentes 
carbonadas como acido cítrico y lactosa. Solo produjeron cambios en la coloración del 
medio 14 de las cepas con ácido cítrico y 5 con lactosa. Estos resultados fueron 
similares a los obtenidos por Consolo et al. (2012) donde todas las cepas de su 
estudio desarrollaron en los medios con diferentes fuentes de carbono y sólo nueve 
aislamientos produjeron pigmentos naranjas en un medio que contenía ácido cítrico, 
glucosa o etanol. Estudios semejantes, realizados por Grondona et al. (1997) 
revelaron que todas las cepas utilizadas asimilaron etanol y crecieron y esporularon en 
ácido láctico como la única fuente de carbono. Contrariamente Manczinger & Polner 
(1987) preciso que varias especies de Trichoderma no fueron capaces de asimilar 
diferentes fuentes de carbono. Sin embargo, estas diferencias se explicaron por las 
condiciones diferentes de los ensayos (pH entre 5-6, y 30 ºC temperatura, entre otras) 
y por la variabilidad existente dentro de la especie T. harzianum. Kubicek et al. (2003) 
mostraron la alta capacidad de T. harzianum para asimilar diferentes fuentes de 
carbono, que no se muestra en otras especies de Trichoderma. Esta alta variabilidad 
puede explicarse por qué T. harzianum es la especie más abundante de Trichoderma  
y se encuentra en casi todos los hábitats (Kullnig et al., 2000). 
En relación a las fuentes nitrogenadas los resultados obtenidos mostraron que 
todas las cepas crecieron el oxalato de amonio y glicina. Con el medio con oxalato de 
amonio sólo una cepa no genero conidios y dieciocho de las cepas presentaron un 
cambio de coloración de los mismos. Con el medio que contenía como fuente 
nitrogenada glicina, sólo dos de las cepas no esporularon. Consolo et al. (2012) 
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observaron un crecimiento muy pobre o poca esporulación con todos los aislamientos 
de Trichoderma en los ensayos con las diferentes fuentes nitrogenadas. Bridge (1985) 
demostró que los medios preparados con las sales de amonio, glicina o urea, 
generaron un aumento del pH del mismo, que pudo ser causado por la acumulación de 
amoníaco. En estas condiciones los hongos pueden sufrir autolisis generadas por los 
compuestos de amonio y por lo tanto, algunas cepas presentaron crecimiento pobre o 
no crecieron.  
Por otra parte, evaluar la compatibilidad de cada una de las cepas con los 
agroquímicos empleados en el control de plagas, malezas y enfermedades, es 
importante desde el punto de vista práctico para determinar el momento de la 
incorporación del antagonista en el manejo de un cultivo. 
En este estudio se destacaron las dos cepas (2 y 8), por producir niveles altos 
de β-1-3 glucanasa, quitinasa y proteasa. La acción reconocida como micoparasitismo 
para las especies de Trichoderma se la atribuyó principalmente a la actividad lítica de 
las enzimas β-1,3-Glucanasa y quitinasa. El micoparasitismos se ha propuesto como 
el principal mecanismo que explica la actividad antagonista de Trichoderma frente a 
los hongos fitopatógenos (Howell, 2003; Woo et al., 2006; de la Cruz, 1995). Al igual 
que en nuestro estudio, Consolo et al. (2012) demostró que Trichoderma spp. produjo 
celulasa, β-1-3 glucanasa, quitinasa, enzimas hidrolasas y extracelulares, que están 
implicadas en la degradación de glucanos de las paredes de los patógenos de las 
plantas. La difusión de esta enzima cataliza la liberación de oligómeros de la pared 
celular de los hongos patógenos, y esto a su vez induce la expresión de 
endoquitinasas, que también pueden difundir y comenzar el ataque contra el hongo 
blanco, antes del contacto (Viterbo et al., 2002; López Mondéjar et al., 2011) 
Además, es importante resaltar que la cepa 8 posee un nivel muy alto de 
quitinasa. Este efecto se encuentra asociado a una actividad antifúngica, determinada 
en estudios previos con esta enzima. Lorito et al. (1993) demostró, que en ensayos “in 
vitro”, tras observar que existía la presencia de estas enzimas en la mezcla de 
reacción, se inhibía el crecimiento o la germinación de las esporas de distintos hongos 
patógenos. Cabe destacar, que en los últimos años ha sido de gran importancia la 
búsqueda de las quitinasas extracelulares en las cepas micoparasitica de T. 
harzianum, y el rol más importante es el de la 42-kDa (CHIT 42) para el 
micoparasitismo (de la Cruz, 1995).  
Stocco, M.C. 2014                                                                                                                                  128 
 
Estos altos niveles de β-1-3 glucanasa, quitinasa y proteasa deberán ser 
correlacionadas con la agresividad de cada una de las diferentes cepas T. harzianum 
en enfrentamientos in vitro con S. tritici. Resultado promisorios fueron presentados por 
Walker (2010) donde 2 cepas de T. harzianum (Th5 y Th118) inhibieron a las 24 h un 
62% y un 51% la germinación de los conidios de S. tritici mientras que a las 48 h la 
inhibición fue de un 79% y un 72%, respectivamente. A su vez, el examen 
microscópico del micelio de S.tritici, en presencia de ambas cepas de T. harzianum 
mostro diferencias en la morfologías hifal del patógeno entre los tratamientos y el 
control. Se observó vacuolización de la hifa con plasmólisis del micelio y aspecto 
toruloso generado por acción enzimática.  
Por último es importante resaltar, que la integración de los atributos fisiológicos 
y bioquímicos, junto con criterios morfológicos clásicos, ha servido para establecer 
nuevos grupos infraespecíficas en T. harzianum que puedieron estar relacionados con 
diferentes niveles de actividad biológica contra diferentes hongos fitopatógenos 
(Grondona et al., 1997; Consolo et al., 2012). 
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CAPITULO V 
INTEGRACIÓN DE LOS CARACTERES MORFOLÓGICOS, FISIOLÓGICOS, 
BIOQUÍMICOS Y MOLECULARES 
1. Introducción  
Las especies de Trichoderma pueden actuar como agentes de control biológico 
a través de diferentes mecanismos sinérgicos. Sin embargo, es difícil predecir el grado 
de sinergismo y el comportamiento de un antagonista en un patosistema natural 
(Sharma et al., 2009). La identificación exacta de las cepas a nivel de especie es el 
primer paso en la utilización de todo el potencial de los hongos en aplicaciones 
específicas (Lieckfeldt et al., 1999). Dada la variabilidad dentro de Trichoderma, es 
difícil de usar los nombres asignados por Rifai (1969) o Bisset (1991) para los agentes 
de control biológico, ya que estos nombres implican conceptos de especie que son 
demasiado amplios para situaciones prácticas. Una cepa particular de T. harzianum 
puede ser un agente de control biológico bueno o malo, dependiendo del objetivo 
pretendido y de las funciones requeridas. Por lo tanto, será necesario seleccionar la 
cepa más eficiente para cada patosistema (Sharma et al., 2009). 
El conocimiento sobre el comportamiento de Trichoderma como antagonista no 
es lo único esencial para su uso eficaz como biocontrolador, si no también hay una 
necesidad de caracterizar con mayor precisión a cada aislamiento. Varios intentos de 
evaluar la diversidad genética se han realizado para la caracterización y la agrupación 
de las cepas, incluyendo el análisis de isoenzimas, reacción en cadena de la 
polimerasa con la técnicas de RAPD y el uso de UP-PCR (Stasz et al., 1989; Zimand 
et al., 1994; Kuhls et al., 1995; Leuchtmann et al., 1996; Turner et al., 1997; Bulat et 
al., 1998). Otro método que se ha utilizado para evaluar la variabilidad dentro de las 
especies y entre las diferentes especies de hongos, es la técnica de ISSR (Consolo et 
al., 2012). Esta caracterización molecular de las cepas estudiadas definirá su perfil 
genético, permitiendo seguir su evolución en el tiempo y en el medio ambiente para 
ampliar la red de trabajos a nivel comercial y aplicado. Sharma et al., (2009) con el fin 
de caracterizar a una población de cepas de T. harzianum obtenidas de la India, 
utilizaron características bioquímicas y genotípicas; de esta manera lograron 
diferenciar a las cepas por su producción de enzima y potencial antagonista. 
Por su parte, Grondona et al. (1997) integraron en su estudio, atributos 
fisiológicos y bioquímicos, junto con criterios morfológicos clásicos, para establecer 
nuevos grupos infraespecíficos en T. harzianum que puedan estar relacionados con 
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diferentes niveles de actividad biológica contra diferentes hongos fitopatógenos. 
Posteriormente Hermosa et al. (2004) caracterizaron, esas cepas a través de la 
diversidad genética de las mismas. Estudios similares fueron realizados por Consolo et 
al. (2012) donde se caracterizó un grupo de aislamientos de Trichoderma de diferentes 
regiones de la Provincia de Buenos Aires, en Argentina, a través de características 
bioquímicos y molecular, junto con criterios morfológicos clásicos. 
2. Materiales y métodos 
2.1 Análisis de datos  
Se integraron los datos de los diferentes ensayos morfológicos (Capítulo III), 
fisiológicos y bioquímicos (Capítulo IV) y moleculares (Capítulo II) de las 37 cepas de 
T. harzianum. Se elaboraron dos dendrogramas, uno relacionando los atributos 
morfológicos, fisiológicos y bioquímicos, utilizando 14 de las variables cualitativas y 6 
de las variables cuantitativas (morfológicas, fisiológicas y bioquímicas) y en otro se le 
incluyó las variables moleculares. Se realizaron los análisis mediante los programas 
Excel 8.0 y el Software R  
2.2 Generación de la matriz básica de datos 
Se construyó una base de datos de 37 filas (cepas) y 20 columnas (variables 
analizadas). La matriz binaria básica de datos fue construida en forma de tabla con el 
programa EXCEL 8.0. Las filas, correspondieron a los aislamientos de T. harzianum y 
las columnas, correspondieron a las variables (cualitativas y cuantitativas). Para las 
variables cualitativas los datos fueron convertidos en binarios de la siguiente manera: 
se le asignó el valor de (+) si estaba presente en cada aislamiento y a la ausencia el 
valor (-).  
2.3 Relación entre las los aislamientos: Obtención de la matriz de disimilitud y la 
generación de los dendrogramas 
Para determinar la relación entre las características fisiológicas, morfológicas  
bioquímicas y moleculares con los aislamientos, se construyó una matriz de disimilitud, 
utilizando el coeficiente de Gower (1971). La expresión de la fórmula Gower es la 
siguiente: 
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Este coeficiente permite el tratamiento simultáneo de variables cualitativas y 
cuantitativas. A partir de los datos generados se construyó un dendrograma por el 
método de agrupamiento UPGMA (agrupamiento promedio no ponderado de las 
medias aritméticas) (Sneath & Sokal, 1973) que define la distancia entre dos grupos o 
conglomerados como el promedio de todas las distancias de a pares entre elementos 
de un grupo y elementos del otro grupo y que permite visualizar la relación en grados 
de similitud entre los aislamientos analizados. 
 2.4 Generación de la matriz cofenética 
Dado que las técnicas que se utilizan para la construcción de los dendrogramas 
no reflejan en forma exacta la información de la matriz de similitud, (ya que pueden 
producirse distorsiones de las relaciones de las mismas al realizar una representación 
bidimensional), el coeficiente de correlación cofenético, mide la correlación entre las 
interdistancias en el dendrograma y las interdistancias en la matriz de distancia sobre 
la que se aplicó el procedimiento. Para tener una medida de la distorsión producida en 
el dendrograma, se construyó la matriz cofenética a partir de la información del mismo 
y se correlacionó con la matriz de similitud original, utilizando el test de 
correspondencia de matrices de Mantel (Sokal & Rohlf, 1995). Por lo tanto la fiabilidad 
del dendrograma fue establecida mediante el cálculo del coeficiente de correlación 
cofenética (CCR) y realizando 10.000 permutaciones aleatorias.  
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2.5 Medida de confianza por re-muestreo o Bootstrapping 
Bootstrap (Efron, 1979) es un método numérico de re-muestro que en estudios 
de variabilidad, proporciona una estimación empírica de los parámetros a analizar y de 
los errores estándares necesarios para construir un intervalo de confianza. Este 
análisis crea una matriz de datos cuyas columnas se van cambiado de forma aleatoria, 
e incluso se repiten en una misma matriz, y de cada una de las matrices resultantes 
crea un árbol filogenético, contando al final en cuántos de ellos aparece el clado a 
estudiar. Este proceso se repite varias veces (10.000 repeticiones) y finalmente se 
indica el porcentaje de veces en que cada nodo del árbol se presentó en las matrices 
remuestreadas (Yap & Nelson, 1996). Por último todos estos árboles se representan 
en uno, donde aparecen los porcentajes de la proporción de cada réplica. Los valores 
de bootstrap, representan la fiabilidad y robustez del dendrograma. 
3. Resultado 
3.1 Integración de atributos morfológicos, fisiológicos y bioquímicos  
Los aislamientos fueron agrupados en cuatro grupos con una similitud entre 
ellos del 40%. Estos grupos están integrados por: el grupo I por 17 aislamientos (5, 10, 
26, 54, 69, 92, 97, 107, 114, 123, 129, 172, 181, 182, 183, 210 y 229) el grupo II por 8 
aislamientos (73, 80, 83, 93, 140, 160, 162, y 177), el grupo III por dos aislamientos (8 
y 108) y el grupo IV por 6 aislamientos (1, 2, 12, 77, 131 y 141) (Figura 49).  
Las cepas de cada grupo, no presentaron relación con su capacidad 
biocontroladora, el origen geográfico o el año de aislamiento. 
Las cepas que integran el grupo I se caracterizaron porque la mayoría 
generaron clamidosporas; más del 50 % poseían conidios de tamaño mediano a 
grande. Estas cepas presentaron crecimiento nulo o el radio de la colonia fue menor a 
4 cm cuando se las incubo a 37ºC. La mayoría crecieron después de exponerse por 5 
min a 75ºC. Una gran parte de las cepas pudo crecer sin fuentes carbonadas y 
además cambiaron la coloración del medio que contenía lactosa y acido cítrico. Para 
los ensayos de fuentes nitrogenadas se observó que más del 90% de las cepas no 
generaron conidios en el medio sin nitrógenos. La mayoría de las cepas esporularon 
en los medios enriquecidos con glicina y oxalato de amonio. Los conidios de la mitad 
de las cepas cambiaron su coloración de verde a amarillo en medio con oxalato de 
amonio. Con respecto a la actividad enzimática, se caracterizaron por: una actividad 
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baja a nula de la β1, 3 glucanasa y de la endoquitinasa y una actividad media a alta de 
proteasa.  
Todas las cepas del grupo II fueron capaces de generar clamidosporas. 
Poseían conidios que variaron entre mediano a chicos. Ninguna de las cepas creció a 
4ºC, ni fueron capaces de hacerlo a 37 ºC. La mitad de las cepas crecieron después 
de ser expuestas a 75ºC por 5 min. Todas crecieron sin fuentes carbonadas y la 
mayorías cambió el color de los medios enriquecidos con acido cítrico y lactosa. El 75 
% de las cepas cambió el color de sus conidios en el medio con oxalato de amonio. 
Todas las cepas esporularon con oxalato de amonio y glicina. La mayoría de las cepas 
no generó conidios sin fuentes nitrogenadas. Las cepas se caracterizaron por: una 
baja actividad endoquitinasa; una media a baja actividad de la proteasa y una actividad 
β 1, 3 glucanasa variada (el 62,5% de las cepas tuvo baja actividad, el 25% actividad 
nula y el resto elevada).  
Las cepas que integran el grupo III no produjeron clamidosporas y poseían 
conidios medianos. No crecieron a 4ºC y a 37 ºC crecieron menos de 4 cm. Todas las 
cepas resistieron la exposición a 75 ºC por 5 min. Además, desarrollaron en los 
medios sin fuentes carbonadas. Cambiaron el color del medio con lactosa y ácido 
cítrico. Ambas cepas esporularon en presencia de oxalato de amonio y de glicina. El 
color de los conidios de las cepas cambió de verde a amarillo en el medio con oxalato 
de amonio. Las cepas se caracterizaron por una actividad media de β 1,3 glucanasa; 
media a elevada de endoquitinasa y proteasa.  
Por último para el grupo IV, la mayoría de las cepas se caracterizaron por 
poseer conidios medianos a grandes. El 80% de las cepas generaron clamidosporas y 
no crecieron a 4ºC. La mayoría de las cepas presentaron crecimiento nulo a bajo a 
37ºC. La mitad de ellas no crecieron después de ser expuestas por 75ºC a 5 min. 
Todas las cepas crecieron sin acido cítrico y sin lactosa. El 90% cambió el color del 
medio en presencia de ácido cítrico, pero ninguna de las cepas cambió la coloración 
del medio con lactosa. Todas las cepas esporularon con oxalato de amonio y glicina. 
La mitad de las cepas cambiaron la coloración de los conidios en presencia de oxalato 
de amonio. La actividad enzimática se caracterizó por ser: nula a baja con la β 1, 3 
glucanasa; baja con la endoquitinasa y media a alta con la proteasa. 
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3.2 Integración de los atributos morfológicos, fisiológicos, bioquímicos y 
moleculares 
El coeficiente de correlación cofenética calculado fue de 71% y los valores de 
bootstraping variaron entre el 65 y el 100%, según el agrupamiento (Figura 50). Dentro 
de esta figura los números en colores rojo y verde indican valores de probabilidad que 
se obtienen del presente análisis. Los valores de color rojo son los de mayor 
confiabilidad. La variación de los valores de bootstraping entre el 65 y el 100% indican 
que el dendrograma generado es una buena representación de la relación entre las 
cepas y las características morfológicas, fisiológicas, bioquímicas y genéticas. 
La integración de todos los caracteres estudiados determinó que los 
aislamientos fueran agrupados en cuatro grupos, con una similitud del 60% entre ellos. 
Estos grupos están integrados por: el grupo I con 10 aislamientos (1, 5, 8, 12, 141, 
I 
II 
III 
IV 
Fig. 49 Dendrograma UPGMA representando los 37 aislamientos de T harzianum. Las variables 
cualitativas binarias se consideraron como simétricas.  
 
Stocco, M.C. 2014                                                                                                                                  135 
 
160, 162, 165, 170, y 177); el grupo II con 6 aislamientos (181, 182, 183, 206, 215 y 
229), el grupo III con 7 aislamientos (93, 97, 107, 108, 114, 123 y 129) y el grupo IV 
con 14 aislamientos (2, 10, 26, 54, 69, 73, 77, 80, 83, 92, 131, 140, 172 y 210) (Figura 
50).  
Las cepas que integran el grupo I se encuentran divididas en dos ramas bien 
diferenciadas. Las cepas de la izquierda pertenecen a la localidad de Los Hornos y las 
de la derecha a la Localidad de Lobería. Esta división en dos ramas estaría indicando 
que existe una relación de las cepas con el lugar geográfico de donde fueron aisladas.  
Todas las cepas que forman el grupo II se relacionaron con el año en que se 
realizaron los aislamientos. Estas fueron ensayadas durante el 2011. Cuatro de las 
cepas pertenecen a la localidad de Pergamino y dos a la localidad de Santa Fe. 
El grupo III está integrado por 5 cepas de Paraná y 2 de Manfredi. Existe una 
estrecha relación entre las cepas 114, 93 y 107 que pertenecen a Paraná. 
La relación filogenética con el lugar de origen, para el grupo IV es más variable, 
por estar integrado con una gran cantidad de cepas. Pero analizando pequeños 
grupos podemos observar que las cepas de Los Hornos se encuentran todas muy 
cercanas entre si, al igual que ocurre con las cepas 73, 80 y 83 de Bordenave.  
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Fig. 50 Dendrograma UPGMA representando los 37 aislamientos de T harzianum. Las variables 
cualitativas binarias se consideraron como simétricas. 
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4. Discusión integradora 
Las bondades que presentan las cepas del antagonista Trichoderma, han 
hecho posible la elaboración de productos biológicos con características amigables 
con el ambiente. El éxito de estos productos, está amparado por una precisa selección 
de cepas, tanto desde el punto de vista fisiológico, como por su capacidad 
biocontroladora y por un estricto sistema de calidad para su producción (Martinez et 
al., 2013).  
En el presente estudio, al igual que en los trabajos realizados por Grondona et 
al. (1997) y Consolo et al. (2012) la integración de las atributos morfológicos, 
fisiológicos, de actividad enzimática y molecular determinaron la existencia de grupos 
funcionales distintos, dentro de T. harzianum. A diferencia de lo mencionado por 
Consolo et al. (2012), en este trabajo no se encontró correlación entre la actividad 
biológica de las cepas y los mencionados atributos. 
Las hipótesis planteadas para este proyecto también se utilizaron para organizar el eje 
conductor de esta discusión.  
Fig. 51 Dendrograma UPGMA representando los 37 aislamientos de T harzianum 
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En relación a la siguiente afirmación: “La integración de los atributos fisiológicos y 
bioquímicos junto con los criterios morfológicos clásicos, sirve para establecer nuevos 
grupos infraespecíficos. “ 
En este estudio, relacionando las propiedades fisiológicas, bioquímicas con la 
morfología clásica, se generaron cuatro grupos infraespecíficos. Atributos como: la 
capacidad de formar clamidosporas, el tamaño de los conidio, el crecimiento a 37ºC, la 
resistencia térmica, el cambio de coloración en medios enriquecidos con oxalato de 
amonio y la actividad enzimática, se utilizaron para caracterizar las cepas de T 
harzianum de difícil identificación específica, que para este caso habían sido 
seleccionadas por su capacidad biocontroladora frente a S. tritici. Grondona et al. 
(1997) observó que la hidrólisis de la gelatina, la esporulación y la producción de un 
pigmento naranja difusible al medio con gelatina, fueron los ensayos que produjeron la 
máxima discriminación entre las cepas estudiadas. Por su parte, Consolo et al. (2012) 
pudieron distinguir especies de Trichoderma entre los aislamientos estudiados por la 
esporulación en medio con lactosa. Solo las cepas de T. koningii fueron capaces de 
esporular en este medio. Por otra parte, la taxonomía tradicional, basada únicamente 
en las características morfológicas del hongo, encuentra dificultad, ya que el género 
Trichoderma posee un estrecho rango de variación en la morfología (Samuel, 2006). 
En consecuencia, Kubicek et al. (2003), utilizando la información de secuencia de 
nucleótidos (ITS1 y ITS2), con los caracteres metabólicos en combinación con las 
observaciones morfológicas, revelaron que el enfoque “integrador” tiene un mérito 
considerable en la determinación de las especies, aunque los datos fenotípicos 
(morfológicos y fisiológicos) pueden no reflejar con precisión las relaciones 
filogenéticas. Estos antecedentes reafirman la necesidad de integrar los atributos 
fisiológicos, bioquímicos y morfológicos para establecer nuevos grupos 
infraespecíficos. 
Con respecto a: “Las diferencias entre los grupos infraespecíficos que se correlacionan 
con diferentes niveles de actividad biocontroladora sobre la mancha de la hoja del 
trigo.” 
En el presente estudio no se relacionó la variación entre las cepas de T. 
harzianum y sus diferentes comportamientos antagónicos cuando se integraron todos 
los atributos (morfológicos, fisiológicos, bioquímicos y moleculares). Es importante 
resaltar que en el presente trabajo se parte de cepas que previamente fueron 
seleccionadas por su buena capacidad biocontroladora frente a S tritici. 
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Contrariamente, Kumar & Sharma (2011) encontraron relación entre la agresividad de 
las cepas y los resultados obtenidos al utilizar distintos tipos de marcadores 
moleculares (ISSR y RAPD) y morfológicos. A su vez, Grondona et al. (1997), 
determinaron que una cepa particular de T. harzianum puede ser un agente de control 
biológico bueno o malo, dependiendo del objetivo pretendido y las funciones 
requeridas. Por lo tanto, será necesario seleccionar la cepa más eficiente para cada 
patosistema individual.  
Relacionado con: “Las características morfológicas estudiadas varían dentro de los 
rangos aceptados por la taxonomía clásica, aunque por sí solas no permiten la 
diferenciación en grupos dentro de la especie.” 
Según los resultados de este trabajo, el crecimiento radial y el color de las 
colonias, la coloración del medio de cultivo y el tamaño y la forma de los conidios no 
presentaron diferencias con las descripta por Rifai (1969) y por Bisset (1991) para la 
especie T. harzianum. En este estudio, esas características están dentro de los rangos 
aceptados por la taxonomía clásica. Al igual que con Grondona et al. (1997), se 
encontró poca variabilidad en las características morfológicas que permita diferenciar 
los grupos infraespecificos, a partir de los cultivos monospóricos de T. harzianum. Tal 
como lo afirmaran Rifai (1969) y Lewis & Papavizas (1984) el tamaño de las esporas y 
la presencia y la ubicación de las clamidosporas permitieron en este trabajo contribuir 
a la caracterización de estas cepas. Grondona et al. (1997) destacaron la estabilidad 
fenotípica en los cultivos monospóricos de una cepa de Trichoderma. Esta 
observación difirió de la variación morfológica (la textura y la pigmentación de las 
colonias) observada en las diferentes líneas de monospóricos de Penicillium spp., 
Rhizoctonia spp. y Phoma spp. 
En relación a que: “Las cepas de T. harzianum, provenientes de diferentes áreas 
trigueras, se caracterizan por la heterogeneidad en sus patrones genéticos, 
demostrando la naturaleza genética de su variabilidad.” 
Los marcadores de ISSR discriminaron la variación genética molecular entre 
las 37 cepas de T. harzianum. Así fue posible definir 19 haplotipos agrupados en 
cuatro clados, con una similitud entre los grupos del 50%, demostrando una alta 
variabilidad. Estos resultados coinciden con los publicados por Sharma et al. (2009) 
que obtuvieron un coeficiente de similitud del 30% con una muy alta variabilidad entre 
los aislamientos. La mayoría de los estudios moleculares realizados sobre el género 
Trichoderma demostraron un alto nivel de heterogeneidad de las cepas de T. 
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harzianum y otras especies (Muthumeenakshi et al., 1994; Gams & Meyer, 1998; 
Hermosa et al., 2000; Samuels et al., 2002; Chaverri et al., 2003;). Hermosa et al. 
(2004) en su estudio determinaron una alta variabilidad dentro de la sección 
Pachybasium y en particular dentro del complejo T. harzianum/T. inhamatum, 
observados previamente. La variabilidad genética intra específica, entre las cepas de 
T. harzianum provenientes de las diferentes áreas de la región triguera, podría 
asociarse al concepto de que Trichoderma es un hongo diploide y heterotálico (Seidl et 
al., 2009). Cepas diferentes tienden a recombinarse y evolucionar rápidamente en 
función de las frecuencias del tipo de apareamiento. Además, otros mecanismos, tales 
como mutaciones, la recombinación y la migración podrían explicar la diversidad 
genética observada en este estudio (Chaverri et al., 2003; Sharma et al., 2009). 
Con respecto a que: “Los grupos de cepas con iguales perfiles genéticos se asocian a 
individuos con el mismo potencial antagonista.” 
Con los resultados de los 6 marcadores ISSR se agruparon las cepas del 
presente estudio, en tres grupos de similitud. Estos grupos no presentaron 
correspondencia con el origen geográfico, el años de aislamiento y con distintos 
niveles de antagonismos. Hermosa et al. (2004) analizaron 69 cepas de Trichoderma 
no encontraron, al igual que en este estudio, correlación significativa entre el origen 
geográfico o nicho ecológico y las cepas mencionadas. Resultados similares fueron 
obtenidos por Goes et al. (2002) en Brasil y Sharma et al. (2009) en la India. Sin 
embargo, Consolo et al. (2012) observaron una correspondencia parcial entre los 
patrones de polimorfismo y la agresividad de los aislamientos de Trichoderma spp. de 
diferentes agroecosistema en Argentina. Muthumeenakshi et al. (1994), lograron 
asociar el polimorfismo de las cepas irlandesas de T. harzianum con su agresividad en 
el cultivo de champiñón, utilizando diferentes técnicas moleculares. Esta 
heterogeneidad en los resultados se atribuye a la alta variabilidad genética encontrada 
en la especie, que ya ha sido discutida previamente. 
En relación a que: “Las pruebas fisiológicas realizadas con T. harzianum producen la 
máxima discriminación entre las cepas estudiadas.” 
Tal como se observó en los resultados de caracterización fisiológica de las 37 
cepas de T. harzianum, todas presentaron la capacidad de crecer en medios cuyas 
fuentes carbonadas fueron acido cítrico y lactosa. Solo muy pocas cepas lograron 
cambiar la coloración de estos medio. Kubicek et al. (2003) determinaron una gran 
versatilidad de los aislamientos de T. harzianum, que mostraron un crecimiento óptimo 
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en una variada cantidad de fuentes de carbono. Esta alta versatilidad se puede 
explicar por qué T. harzianum es la especie más abundante de Trichoderma y se 
encuentra en casi todos los hábitats (Kullnig et al., 2000). Por otra parte, ninguna de 
las cepas estudiadas creció a pH extremos y a temperatura extrema (40 ºC). 
Resultado similares fueron publicados por Consolo et al. (2012). Dada la escasa 
variabilidad encontrada en los caracteres fisiológicos estudiados, por sí sólos no 
generaron la máxima discriminación entre las cepas. Por esta razón, para establecer 
nuevos grupos infraespecíficos en T. harzianum, Grondona et al. (1997) y Consolo et 
al. (2012) proponen la integración de los atributos fisiológicos y bioquímicos, junto con 
criterios morfológicos clásicos.  
Analizando la siguiente afirmación: “La eficiente actividad lítica de las cepas de 
Trichoderma sobre las paredes celulares de M. graminicola se correlaciona con la 
actividad biocontroladora frente este patógeno.” 
Los resultados presentados en este trabajo evidencian la importancia de la 
resistencia sistémica inducida, actuando en la defensa de la planta contra S. tritici. Sin 
embargo es importante destacar que las especies de Trichoderma pueden actuar a 
través de diversos mecanismos de acción biológico, en forma sinérgica, para lograr el 
control de las enfermedades (Howell, 2003; Benítez et al., 2004; Harman et al., 2004; 
Sharma et al., 2009; Lorito 2010; Martínez et al., 2013). Consolo et al (2012) pudo 
relacionar la agresividad de las cepas frente a diferentes patógenos por la actividad 
hidrolítica de sus enzimas. En este estudio, los altos niveles de actividad para la β-1-3 
glucanasa, la quitinasa y la proteasa producidos por las cepas 2 y 8 deberán ser 
correlacionados con la agresividad de cada una de las cepas en enfrentamientos “in 
vitro” con el patógeno S. tritici. En relación a la recomendación anterior, Walker (2010) 
demostró la inhibición de la germinación de los conidios de S. tritici con 2 cepas de T. 
harzianum. Además, estas cepas generaron alteraciones del micelio de S. tritici, como 
la vacuolización de las hifas con plasmólisis del micelio y el  aspecto toruloso 
generados por la acción enzimática.  
Cabe resaltar que la incorporación de los estudios de variabilidad genética en 
la integración de los restantes atributos logra una clara correspondencia entre las 
cepas y su origen geográfico. Resultados similares fueron obtenidos por Chaverri et al. 
(2003) en su estudio filogenético. Estos autores encontraron una débil correlación, 
pero no significativas, entre los siete linajes de T. harzianum/H. lixii y su origen 
geográfico. Contrariamente, Sharma et al. (2009) no hallaron relación entre el 
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polimorfismo, la agresividad y el origen de las cepas. La importancia en este trabajo, 
de sumar la variabilidad genética al estudio de integración, se fundamenta en que la 
evolución de un linaje manifiesta la composición genética y fenotípica (incluye las 
características morfológicas y fisiológicas) de los individuos en un determinado 
ambiente. Por esta razón se logró asociar a las cepas por su lugar de origen. Esto 
significa que si una línea genética evoluciona en diferentes ambientes desarrollará 
propiedades diferentes impuestas por el medio ambiente en particular o por las 
condiciones ecológicas dominantes (Sharma et al., 2009; Consolo et al., 2012). 
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5. CONCLUSIONES  
Por todas las consideraciones mencionadas en este estudio se determina qué:  
La hipótesis 1: “La integración de los atributos fisiológicos y bioquímicos junto 
con criterios morfológicos clásicos, sirven para establecer nuevos grupos 
infraespecíficos.”  
Se acepta.   
La hipótesis 2: “Las diferencias entre los grupos infraespecíficos se 
correlacionan con diferentes niveles de actividad biocontroladora sobre la mancha de 
la hoja del trigo.”  
Se rechaza. 
La hipótesis 3 “Las características morfológicas estudiadas varían dentro de los 
rangos aceptados por la taxonomía clásica, aunque por sí solas no permiten la 
diferenciación en grupos dentro de la especie.”  
Se acepta 
La hipótesis 4 “Las cepas de T. harzianum, provenientes de diferentes áreas 
trigueras, se caracterizan por la heterogeneidad en sus patrones genéticos, 
demostrando la naturaleza genética de su variabilidad.”  
Se acepta 
La hipótesis 5: “Los grupos de cepas con iguales perfiles genéticos se asocian 
a individuos con el mismo potencial antagonista.”  
Se rechaza 
La hipótesis 6: “Las pruebas fisiológicas realizadas con T. harzianum producen 
la máxima discriminación entre las cepas estudiadas.”  
Se rechaza 
La hipótesis 7: “La eficiente actividad lítica de las cepas de Trichoderma sobre 
las paredes celulares de M. graminicola se correlaciona con la actividad 
biocontroladora frente este patógeno.”  
Se acepta 
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6. FUTURAS INVESTIGACIONES 
A partir de este estudios  
 Se deberá completar los análisis moleculares de las cepas en estudio 
realizados con la secuencias del ITS1 e ITS2 con los marcadores tef1 y rpb2. 
Esto permitirá incorporarlas a la base de datos disponible en www.isth.info. 
Esta base de datos es específica para Trichoderma y brinda mayor 
confiabilidad. 
 Se deberán ampliar las pruebas con diferentes fuentes carbonadas y 
nitrogenadas. Además se deberán incorporar ensayos de crecimiento de las 
cepas con diferentes agroquímicos. Para determinar el momento oportuno de 
aplicación en la práctica. 
 Se deberán ampliar los ensayos de comportamiento antagónico de cada una 
de las cepas frente a S tritici para correlacionarla con la actividad enzimática. 
Además de realizar pruebas de biocontrol en diferentes patosistemas para 
ampliar el uso de las mismas en el campo. 
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